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Kronična limfocitna levkemija (KLL) predstavlja 25 % vseh levkemij in je najpogostejše 
hematološko maligno obolenje pri odraslih. V zadnjih letih so nove majhne tarčne molekule 
ibrutinib (zaviralec BTK), idelalizib (zaviralec PI3K) in venetoklaks (antagonist Bcl-2) vodile 
v korenite spremembe na področju zdravljenja KLL. Kljub visoki učinkovitosti terapijo z 
novimi tarčnimi molekulami spremljajo številni neželeni učinki in pojav odpornosti. Iskanje 
novih terapij in terapevtskih tarč za zdravljenje KLL je zato v neprestanem teku. Ena takih tarč 
je avtofagija, katabolna pot razgradnje celici lastnih snovi, ki ima pomembno, a ne popolnoma 
definirano vlogo v KLL.  
V magistrski nalogi smo želeli preučiti protilevkemični potencial zaviranja avtofagije in njen 
vpliv na učinkovitost delovanja tarčnih zdravil v KLL. Na reporterski celični liniji THP1-
Difluo hLC3 smo s pomočjo pretočnega citometra na zajetje slike dokazali, da ibrutinib in 
venetoklaks avtofagijo aktivirata, idelalizib pa na aktivnost avtofagije nima učinka.  
S testom PrestoBlue smo preverili citotoksične učinke različnih zaviralcev avtofagije na celicah 
13 bolnikov s KLL. Uporabili smo zaviralce kinaze ULK1/2 (MRT68921), AMPK 
(dorzomorfin) in združitve avtofagosoma z lizosomom (klorokin). S programom GraphPad 
Prism smo izračunali vrednosti EC50 in prepoznali, da na celice KLL najbolj citotoksično deluje 
MRT68921. S primerjavo povprečnih vrednosti EC50 zaviralcev avtofagije po 24 in 48 urah 
smo potrdili, da zaviralci avtofagije delujejo časovno odvisno citotoksično. 
Tako kot učinkovitost je pri zdravljenju malignih obolenj pomembna tudi selektivnost terapije. 
Selektivnost zaviralcev avtofagije na maligne limfocite B smo ovrednotili s primerjavo učinkov 
zaviralcev avtofagije na metabolno aktivnost mononuklearnih celic periferne krvi (PBMC) in 
limfoblastoidnih celic (LCL) ter dokazali, da MRT68921, dorzomorfin in klorokin delujejo 
selektivno citotoksično na celice KLL. 
Vpliv zaviralcev avtofagije na učinkovitost tarčne terapije smo preverili na celicah KLL s 
testom PrestoBlue in potrdili sinergistično citotoksično delovanje MRT68921 v kombinaciji z 
ibrutinibom in venetoklaksom. Mehanizem sinergistične citotoksičnosti smo določili z analizo 
celičnega cikla in uporabo pankaspaznega zaviralca QVD-OPh s pomočjo pretočne citometrije. 
Potrdili smo antiproliferativne učinke MRT68921, saj le-ta inducira zastoj v G2/M fazi 
celičnega cikla. Prav tako smo pokazali, da je sinergistična citotoksičnost MRT68921 in tarčnih 
zdravil posredovana preko kaspaz.  
Avtofagijo smo prepoznali kot novo terapevtsko tarčo pri KLL, farmakološke zaviralce 
avtofagije pa kot potencialne nove učinkovine za zdravljenje bolnikov s KLL.  




Ključne besede: kronična limfocitna levkemija (KLL), ibrutinib, venetoklaks, avtofagija,  
MRT68921, sinergizem 
  






Chronic lymphocytic leukaemia (CLL) represents 25 % of all leukaemias and is the most 
common hematological malignancy in the world. In the recent years, BTK inhibitor ibrutinib, 
PI3K inhibitor idelalisib, and Bcl-2 antagonist venetoclax revolutionized the treatment of CLL. 
However, these therapies are presented with several drawbacks, such as severe adverse events 
and emergence of resistance. Therefore, the demand for novel targets is high. One of such 
targets is autophagy, a protective and degradative cell process that plays an important but still 
undefined role in CLL.  
The objective of this master's thesis was to elucidate the antileukemic potential of targeting 
autophagy and its effects on the efficacy of targeted therapy in CLL. Using the autophagy 
reporter cell line THP-1 Difluo hLC3 and imaging flow cytometry we demonstrated that 
ibrutinib and venetoclax but not idelalisib induce autophagy.  
Using PrestoBlue assay we evaluated the cytotoxic effects of different autophagy inhibitors on 
13 samples of patient-derived CLL cells. ULK1/2 inhibitor MRT68921, AMPK inhibitor 
dorsomorphin and inhibitor of autophagosome-lysosome fusion chloroquine were used. We 
calculated and compared EC50 values of autophagy inhibitors and recognized that MRT68921 
had the most potent cytotoxic effect on CLL cells. Mean EC50 values of autophagy inhibitors 
after 48 hours were lower than mean EC50 values after 24 hours, demonstrating that autophagy 
inhibitors act in a time-dependent manner.  
Selectivity of therapy is particularly important in cancer treatment. We evaluated the selective 
cytotoxicity of autophagy inhibitors by comparing their effects on metabolic activity of CLL 
cells, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and lymphoblastoid cells (LCL).  Our 
results showed that MRT68921, dorsomorphin and chloroquine act selectively cytotoxic 
towards CLL cells. We evaluated the synergistic cytotoxicity of MRT68921 in combination 
with ibrutinib and venetoclax using PrestoBlue assay on CLL cells. Inhibiting autophagy using 
ULK1/2 inhibitor MRT68921 augmented the cytotoxicity of ibrutinib and venetoclax on 
primary CLL cells. To discern the mechanisms of synergistic effects of MRT68921 with 
ibrutinib and venetoclax we used pan-caspase inhibitor QVD-OPh and performed cell cycle 
assay using flow cytometry. MRT68921 had antiproliferative effect, causing cell cycle arrest 
at G2/M phase. We also confirmed that the combination of MRT68921 and targeted drugs acts 
synergistically cytotoxic through a caspase-dependent mechanism. 
We recognized autophagy as a new therapeutic target in CLL and inhibitors of autophagy as a 
potential new drug for the treatment of CLL. 




Key words: chronic lymphocytic leukaemia (CLL), ibrutinib, venetoclax, autophagy, 
MRT68921, synergism  
  






Atg protein v procesu avtofagije (angl. autophagy-related gene)  
Akt  protein kinaza B (angl. protein kinase B) 
AMBRA1  angl. Beclin regulated autophagy protein 1 
AMPK  adenozin monofosfat-aktivirana protein kinaza 
(angl. adenosine monophosphate-activated protein kinase) 
ATM  mutiran gen ataksije-telangiektazije (angl. ataxia-telangiectasia 
mutated)  
angl. angleški izraz 
Bak proapoptotični protein 
Bax proapoptotični protein  
Bcl-2 B-celični limfom 2 
Bcl-XL  B-celični limfom XL 
BCR celični receptor limfocitov B 
Beclin1  protein, ki sodeluje v proceu avtofagije (Atg6) 
BSA  goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumine) 
BTK  Brutonova tirozin-kinaza 
C481S  zamenjava cisteina s serinom na mestu 481 
CD celični označevalec (angl. cluster of differentiation) 
CD5+  celica pozitivna na CD5 
CMV  citomegalovirus 
CXCR-4 C-X-C kemokinski receptor tipa 4  
(angl. C-X-C chemokine receptor type) 
Cys cistein 
DAG  diacilglicerol  
del11p delecija na daljši ročici kromosoma 11 
del13q delecija na daljši ročici kromosoma 13 
del17p delecija na krajši ročici kromosoma 17 
DMSO  dimetilsulfoksid 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
DP diseminirani plazmocitom 
EBV  Eppstein-Barr virus 
EC50  srednja efektivna koncentracija 
EMA  Evropska agencija za zdravila (angl. European Medicines Agency) 
ESMO Evropsko združenje za internistično onkologijo 
EtOH  etanol 
FCR  fludarabin, ciklofosfamid, rituksimab 
FDA  Zvezna agencija za hrano in zdravila (angl. Food and Drug 
Administration) 
FIP200  angl. FAK-Family Interacting Protein 
FSC  prednje sipanje (ang. forward scatter) 
GFP  zelen fluorescenčni protein (angl. green flourescent protein) 
hdFBS toplotno deaktiviran fetalni goveji serum 
IC50  srednja inhibitorna koncentracija 
Ig  imunoglobulin 
IGHV  gen variabilnega področja za težko verigo imunoglobulinov  
IMDM  vrsta medija (ang. Iscove's Modified Dulbecco's medium) 
IP3 inozitol-1,4,5-trifosfat 
KLL  kronična limfocitna levkemija 




KME  Komisija RS za medicinsko etiko  
LAF  laminarni pretok zraka (ang. laminar air flow) 
LC3  lahka veriga z mikrotubuli povezanega proteina (angl. 
microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B) 
LCL  limfoblastoidne celične linije  
Lyn  tirozin-kinaza  
MAPK  mitogen aktivirana protein-kinaza 
Mcl-1 proapoptotični protein (angl. induced myeloid leukemia cell 
differentiation protein) 
mTOR  mehanistična tarča rapamicina  
MTS  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-
sulfofenil)- 2H-tetrazol  
Myc protoonkogen transkripcijskega faktorja (angl. MYC proto-
oncogene, bHLH transcription factor) 
NFκB jedrni dejavnik kappa B  
p53  Tumorje zaviralni protein 
p110α alfa katalitična podenota fosfatidilinozitol 3-kinaze  
p110γ  gama katalitična podenota fosfatidilinozitol 3-kinaze  
p110δ  delta katalitična podenota fosfatidilinozitol 3-kinaze 
PBMC  mononuklearne celice periferne krvi  
PBS  fosfatni pufer (ang. phospate buffer solution)  
PCR verižna reakcija s polimerazo 
PI  propidijev jodid 
PI3K  fosfatidilinozitol 3-kinaza 
PI3Kδ  delta katalitična podenota fosfatidilinozitol 3-kinaze 
PIK3C3  gen, ki kodira kinazo VPS34 
PIK3CA  onkogen, ki kodira katalitično podenoto alfa fosfatidilinozitol 3-
kinaze 
PIK3CB  onkogen, ki kodira katalitično podenoto beta fosfatidilinozitol 3-
kinaze 
PIK3CD  onkogen, ki kodira katalitično podenoto delta fosfatidilinozitol 3-
kinaze 
PIK3R4  gen, ki kodira kinazo VPS15 
PIP2  fosfatidilinozitol-3,4,5-difosfat 
PIP3  fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfat 
PIP5K fosfatidilinozitol-4-fosfat 5-kinaze  
PJP  Pneumocystis jirovecii 
PLC-γ2  fosfolipaza C γ2 
QVD-OPh  kinolin-Val-Asp-difluorofenoksimetil keton  
RFP  rdeč fluorescenčni protein (angl. red flourescent protein 
RNA ribonukleinska kislina 
RNAza  encim, ki katalizira hidrolizo RNA 
RPMI  vrsta medija (ang. Roswell Park Memorial Institute medium) 
Ser aminokislina serin 
SSC  stransko sipanje (ang. side scatter) 
Syk  vranična tirozin-kinaza 
TLS  sindrom tumorskega razpada (angl. tumor lysis syndrome) 
TP53  gen, ki kodira p53 
ULK1/2  serin/treonin-protein kinaza 
UV  ultravijolična svetloba 




VPS15  fosfatidilinozitol 3-kinaza (angl. phosphoinositide-3-kinase 
regulatory subunit 4) 
VPS34 fosfatidilinozitol 3-kinaza (angl. phosphoinositide-3-kinase class 
III)  





1.1 KRONIČNA LIMFOCITNA LEVKEMIJA 
Krvni raki vplivajo na delitev in funkcijo krvnih celic, delimo jih na levkemije, limfome in 
diseminirani plazmacitom (DP) (1). DP predstavlja 1,3 % vseh malignih obolenj, zanj  je 
značilna klonska proliferacija plazmatk v kostnem mozgu (2). Maligni limfomi nastanejo 
zaradi nenadzorovanega razraščanja celic limfatičnega tkiva (limfociti T, limfociti B, naravne 
celice ubijalke) in predstavljajo 2,5 % vseh rakavih obolenj. Glede na vrsto celic, klinično sliko 
in napoved poteka bolezni, jih delimo na Hodkingove in ne-Hodkingove limfome (3). 
Levkemija je posledica klonskega razmnoževanja nezrelih krvnih celic in predstavlja 2,8 % 
vseh novo odkritih rakavih obolenj. Poznamo več vrst levkemij, glede na vrsto celic jih delimo 
na mieloične in limfocitne, glede na potek bolezni pa na akutne in kronične mieloične ali 
limfocitne levkemije (4). 
 
Kronična limfocitna levkemija (KLL) je najbolj pogosta levkemija zahodnega sveta, 
predstavlja 40 % vseh levkemij pri odraslih in je pogostejša pri moških kot pri ženskah (5). S 
starostjo incidenca bolezni močno narašča, povprečna starost ob diagnozi je okoli 70 let (6). 
Za bolnike s KLL so običajne specifične genetske preureditve ter pogostejša prevalenca znotraj 
družin (7). Za KLL je značilno kopičenje nefunkcionalnih, na videz zrelih CD5+ limfocitov B 
v krvi, kostnem mozgu in limfatičnih organih. Akumulacija malignih limfocitov B je bolj kot 
posledica nenadzorovanega deljenja, posledica nezmožnosti apoptoze (5,6).  
  
1.1.1 Diagnoza in napoved poteka bolezni 
Večino bolnikov s KLL odkrijemo naključno, saj je za začetno stopnjo bolezni značilno, da 
bolniki nimajo težav. Za napredovano stopnjo bolezeni pa je značilen pojav simptomov, kot so 
utrujenost, upad telesnih sposobnosti, nočno potenje, nepojasnjeno hujšanje, povišana telesna 
temperatura in zmanjšan apetit (4). Pri diagnosticiranju bolnika s KLL opravimo pregled krvne 
slike, krvnega razmaza in imunofenotipizacijo limfocitov B. Za postavitev diagnoze moramo 
v obdobju treh mesecev potrditi prisotnost najmanj 5000 monoklonskih limfocitov B v 1 μL 
periferne krvi. Pri bolnikih s KLL v razmazu periferne krvi opazimo majhne zrele limfocite B 
z ozkim robom citoplazme ter gostim jedrom brez jedrc. Monoklonskost limfocitov B potrdimo 
s pretočno citometrijo s pomočjo imunoloških celičnih označevalcev. Za celice KLL je 
značilno, da izražajo T-celični antigen CD5 in B-celične antigene CD19, CD20, CD23, poleg 
tega pa je nivo površinskih CD20 in CD79b imunoglobulinov v primerjavi z normalnimi 




limfociti B izrazito znižan (8). Nadaljnje citogenetske raziskave za postavitev diagnoze niso 
potrebne, pomembne so predvsem za napoved poteka bolezni in izbiro optimalne terapije (4).  
 
Za napoved poteka bolezni uporabljamo stopnjevalno lestvico po Binetu, s pomočjo katere 
bolnike na podlagi fizičnega pregleda in osnovnih laboratorijskih parametrov, kot so 
koncentracija hemoglobina in številčna koncentracija trombocitov razdelimo v tri stadije z 
različno napovedjo preživetja. Za bolnike z nizkim tveganjem (Binet A) je značilno povečano 
število monoklonskih limfocitov B v krvi in kostnem mozgu, pri vmesnih (Binet B) se pokaže 
vpletenost vsaj treh področij (limfni vozli, jetra, vranica). Bolniki z visokim tveganjem (Binet 
C) pa imajo zaradi akumulacije nefunkcionalnih limfocitov B izrazito znižano število 
normalnih krvnih celic, kar povzroči anemijo in trombocitopenijo, prav tako je za to skupino 
bolnikov značilno povečanje jeter, vranice in bezgavk (6,9). 
 
Raziskovanje genomske strukture nam je omogočilo podrobnejši vpogled v značilne 
citogenetske preureditve bolnikov s KLL, približno 80 % jih ima vsaj eno od štirih 
najpogostejših kromosomskih aberacij (9). Najbolj pogosta je delecija na daljši ročici 
kromosoma 13 (del13q), ki je prisotna pri 55 % vseh bolnikov in za katero je značilen benigen 
potek bolezni. Neugoden potek bolezni je značilen za bolnike z delecijo na daljši ročici 
kromosoma 11 (del1q), prisotni pri 25 % bolnikov, kjer pride do izgube gena serin/treonin 
kinaze ATM (angl. Ataxia-Telangiectasia Mutated). ATM ima osrednjo vlogo pri popravljanju 
poškodovane DNA, pojav delecije ATM pa je značilen pri nastanku in napredovanju rakavih 
bolezni (10).  Prav tako je neugoden potek bolezni značilen za delecijo na krajši ročici 
kromosoma 17 (del17p), ki se pojavi le pri 5–8 % bolnikov, vendar je njihova napoved poteka 
bolezni najslabša (6). Del17p povzroči izgubo gena TP53, ki kodira tumorje zavirajoči protein 
p53, ta pa ima ključno vlogo pri zavori celične delitve s kontrolo celičnega cikla, aktivacije 
mehanizmov za popravljanje poškodovane DNA in aktivacije apoptoze (11). Najmanj raziskan 
je napovedni pomen trisomije na 12 kromosomu, ki je prisotna pri 10–20 % bolnikov (6). 
 
1.1.2  Trenutni trendi na področju zdravljenja  
Bolnikov, ki nimajo težav in so v začetni stopnji bolezni, ne zdravimo, temveč natančno 
spremljamo njihovo zdravstveno stanje. V primeru pojava težav izberemo optimalno terapijo 
na podlagi genetskih značilnosti, starosti, fizične zmogljivosti, stopnje razširjenosti bolezni in 
pridruženih kroničnih bolezni (slika 1) (12). Najpomembnejše genetske predispozicije, ki nam 




pomagajo pri izboru terapije in napovedi njene učinkovitosti, so status različice gena 
variabilnega dela težke verige imunoglobulinov (IGHV), del17p in različice tumor 
zavirajočega gena TP53 (13).  
 
Presaditev krvotvornih matičnih celic je edina terapija, s katero lahko bolezen popolnoma 
ozdravimo, vendar je primerna le za skupino mlajših bolnikov v dobri splošni kondiciji. 
Kemoimunoterapija v obliki kombinacije fludarabina, ciklofosfamida in rituksimaba (shema 
FCR) je več let veljala za zlati standard zdravljenja bolnikov s KLL, vendar je primerna le za 
bolnike v dobri splošni kondiciji brez del17p ali različice na genu TP53. V zadnjem času je 
kemoimunoterapijo v veliki meri nadomestila terapija z malimi tarčnimi molekulami (slika 1) 
(14).  
 
Slika 1: Farmakološko zdravljenje KLL 
Zdravilo prvega izbora po smernicah ESMO (Evropsko združenje za internistično onkologijo) je 
zaviralec Brutonove tirozin kinaze (BTK), in sicer ibrutinib ali akalabrutinib, ter v primeru mlajšega 
bolnika v dobri splošni kondiciji s pozitivnimi napovednimi genetskimi dejavniki zdravljenje s FCR. 
Zdravljenje drugega izbora v primeru slabe splošne kondicije, del17p ali različice na genu TP53 je 
zaviralec fosfatidilinozitol 3-kinaze (PI3K) idelalizib v kombinaciji s protitelesom proti CD20. V 
primeru, da bolnik ni primeren za zdravljenje z zaviralci receptorske poti celic B oziroma je ta terapija 
zanj neučinkovita, uporabimo venetoklaks (15).  
 
1.1.3 Tarčno zdravljenje z majhnimi molekulami 
Napredek na področju razumevanja biologije in patogeneze KLL je privedel do odkrivanja  
novih tarčnih molekul, ki zavirajo signalne poti preživetja v limfocitih B in omogočajo 
zdravljenje bolnikov, pri katerih kemoimunoterapija ni učinkovita ali primerna (14). 




1.1.3.1 ZAVIRALCI RECEPTORSKE POTI CELIC B  
Celični receptor limfocitov B (BCR) uravnava celične procese, ki so bistveni za preživetje 
normalnih in malignih limfocitov B (slika 2) (16). Kompleksnost signalnih poti BCR omogoča 





















A. BCR je sestavljen iz transmembranskega imunoglobulina Ig ter heterodimer 
CD79a(Igα)/CD79b(Igβ). V primeru vezave antigena na variabilni del Ig pride do agregacije 
komponent receptorja in aktivacije kinaz Syk in Lyn, ki fosforilirata citoplazemski predel CD79a in 
CD79b. Njuna fosforilacija povzroči aktivacijo dveh kinaz BTK in PI3K ter encima fosfolipaze C gama 
2 (PLC-γ2).  
B. BTK fosforilira samo sebe, prav tako pa jo fosforilirata tudi kinazi Syk in Lyn, aktivirana BTK nato 
fosforilira PLC-γ2, ki poleg proteinske kinaze B (Akt) fosforilira kinazni kompleks IkB, kar povzroči 
njegovo razgradnjo s proteosomom. Razgradnja IkB omogoči jedrnemu dejavniku kapa B (NFκB), da 
preide v celično jedro in omoči prepisovanje antiapoptotičnih proteinov  (18,19). Aktivaciji PI3K sledi 
fosforilacija fosfatidilinozitol-3,4,5-difosfat (PIP2) do fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfat (PIP3), ki 
povzroči nadaljnjo aktivacijo BCR in fosforilacijo Akt, ter posledično signalizacijo preko mehanistične 
tarče rapamicina (mTOR). BTK ojača lastno aktivaciji s pomočjo fosfatidilinozitol-4-fosfat 5-kinaze 
(PIP5K), ki je odgovorna za sinetzo PIP2. PLC-γ2 poleg BTK fosforilira tudi Sky, kar vodi v sintezo 
Slika 2: Signalne poti limfocitov B 




sekundarnih celičnih obveščevalcev diacilglicerola (DAG) in inozitol-1,4,5-trifosfata (IP3). DAG 
aktivira protein kinazo C, ki preko z mitogeni aktivirane protein kinaze (MAPK) aktivira številne 
prepisovalne dejavnike. IP3 preko vtoka kalcijevih ionov prav tako aktivira številne prepisovalne 
dejavnike, ki vplivajo na proliferacijo in diferenciacijo limfocitov B (19). Slika povzeta po (19). 
 
V malignih celicah poteka signalizacija preko BCR neprestano, in sicer od antigena 
neodvisno (avtonomna stimulacija preko lastnega epitopa) in od antigena odvisno (sproži jo 
antigen). Kronična aktivacija BCR spodbuja proliferacijo in kopičenje malignih limfocitov B 
v krvi, kostnem mozgu in limfatičnih tkivih (20). Podrobno poznavanje signalnih poti BCR 
(slika 2) nam je omogočilo identifikacijo proteinov, ki v teh poteh sodelujejo, to pa je vodilo v 
razvoj zaviralcev receptorske poti limfocitov B, ki so danes odobreni za zdravljenje KLL (19). 
 
IBRUTINIB 
Ibrutinib (slika 3) je peroralni, selektivni in ireverzibilni zaviralec BTK, ki se kovalentno 
veže na aktivno mesto ter prepreči transkripcijo antiapoptotičnih proteinov (16). BTK je 
osrednji dejavnik patogeneze KLL, saj je bistveno bolj izražena v malignih kot v normalnih 
limfocitih B (20). Ibrutinib je bil leta 2012 prvi zaviralec BTK na trgu, leta 2014 pa ga je 
Evropska agencija za zdravila (EMA) odobrila za zdravljenje KLL v obliki monoterapije ali v 
kombinaciji z monoklonskima protitelesoma, rituksimabom ali obinutuzumabom (21).  
 
Najpogostejši neželeni učinki ibrutiniba so driska, okužbe zgornjih dihal, krvavitve in 
utrujenost (22). Ibrutinib se lahko v manjši meri veže tudi na druge kinazne proteine in s tem 
povzroči resnejše neželene učinke, kot so motnje srčnega ritma in hemoragični zapleti. Zaradi 
pojava neželenih učinkov, kar 30 % bolnikov prekine z zdravljenjem, le-te so tako 
najpogostejši razlog za prekinitev terapije z ibrutinibom (23). 
 
Ibrutinib je veliko prispeval k boljšemu izidu zdravljenja KLL, vendar zaradi pojava neželenih 
učinkov in odpornosti le to še vedno predstavlja velik izziv. Pri 13–30 % bolnikov pride do 
pojava primarne odpornosti, ki je prisotna že pred uvedbo terapije, sekundarna odpornost pa se 
pojavi pri 8–13 % bolnikov v prvem letu zdravljenja z ibrutinibom in lahko povzroči 
napredovanje KLL ali Richterjevo transformacijo. Izguba aktivnosti zaviralcev BTK se v 80 
%  pojavi zaradi zamenjave cisteina s serinom na mestu 481 (C481S) v kinazni domeni BTK 
in posledične manjše afinitete C481S BTK za ibrutinib, saj se zaradi izgube cisteinsko tiolne 
skupine ibrutinb ne more več vezati v aktivno mesto.  Za odpornost KLL na zaviralce BTK so 




odgovorne tudi druge različice na tem ali na drugih mestih BTK in aktivirajoče različice PLC-
γ2  (23,24). 
 
Identifikacija novih tarčnih učinkovin, ki delujejo samostojno ali v kombinaciji z ibrutinibom 
je zato ključnega pomena, da  zagotovimo boljši nadzor napredovanja bolezni, hkrati pa 
zmanjšamo stranske učinke in preprečimo pojav odpornosti na ibrutinib  (23). 
  
AKALABRUTINIB 
Akalabrutinib spada v drugo generacijo selektivnih kovalentnih zaviralcev BTK. Skupaj s 
svojim glavnim metabolitom ACP-5862 (slika 3) se preko butilamidne skupine vežeta na 
cisteinski ostanek (Cys481) v vezavnem mestu BTK in jo zavreta. EMA je akalabrutinib 
novembra 2020 odobrila kot monoterapijo in kot kombinacijo z obinutuzimabom za bolnike s 
KLL, ki še niso bili predhodno zdravljeni ter v obliki monoterapije za bolnike, ki so že bili 
predhodno zdravljeni (25). 
 
 
Slika 3: Strukturne formule ibrutiniba, akalabrutiniba in ACP-5862 (metabolit akalabrutiniba) 
Akalabrutinib se veže na aktivno mesto BTK s pomočjo butilamidne skupine za razliko od ibrutiniba, ki 
se veže preko akrilamidne skupine. Polovična maksimalna inhibinatorna koncentracija (IC50) 
ibrutiniba je 1,5 nmol/L, akalbrutiniba pa 5,1 nmol/l, kar dokazuje manjšo zaviralno moč akalabrutinba 
(26). Slika povzeta po (27). 
 
Prednost akalabrutiniba je, da se za razliko od ibrutiniba veže bolj selektivno na BTK in tako 
ne povzroči hujših neželenih učinkov, kot so motnje srčnega ritma in hemoregični zapleti, ki 
se pojavljajo pri zdravljenju z ibrutinibom (26). Najpogostejši neželeni učinki, ki se pojavijo 
pri 25 % bolnikov, so okužbe, driska in glavobol, resnejši neželeni učinki, kot sta anemija in 
nevtropenija pa se pojavijo pri 5 % bolnikov (25). Tako kot ibrutinib se tudi akalabrutinib 
kovaletno veže v aktivno mesto BTK, zato v primeru nastanka različice C481S pride do pojava 
odpornosti na obe učinkovini (28). V kliničnem testiranju je nova, tretja generacija zaviralcev 
BTK, ki deluje tudi v primeru pojava različice C481S v kinazni domeni BTK. Razlog za to je, 




da za vezavo ne potrebujejo Cys481, ker so po mehanizmu delovanja nekovalentni, reverzibilni 
zaviralci BTK in jo zavirajo ne glede na prisotnost različice (23). 
 
Čas bo pokazal klinično učinkovitost druge in tretje generacije zaviralcev BTK ter njihovo 
uspešnost pri premagovanju odpornosti in neselektivnega delovanja.  
 
IDELALIZIB 
Aktivacija PI3K ter prenos signala preko signalne poti Akt/mTOR ima pomembno vlogo pri 
številnih celičnih funkcijah, vključno s proliferacijo in diferenciacijo (29). Deregulacija 
signalne poti PI3K/AKT/mTOR je značilna za KLL kot tudi za številna druga rakava obolenja. 
Zato je zaviranje le-te pomemben pristop pri zdravljenju KLL. Kot prvi med zaviralci PI3K je 
bil za zdravljenje KLL odobren idelalizib.  
 
Idelalizib (slika 4) je reverzibilni, nekovalentni in visoko selektivni zaviralec p110δ 
podenote PI3K, s čimer prepreči prenos preživetvenih signalov in posledično povzroči 
apoptozo v malignih limfocitih B (8,30). EMA je idelalizib v kombinaciji z monokolonskim 
protitelesom (rituksimabom ali ofatumumabom) odobrila za zdravljenje bolnikov s KLL, ki so 
bili vsaj enkrat predhodno zdravljeni in za bolnike z del17p, ki niso primerni za druge oblike 
zdravljenja (31). 
 
Resnejši neželeni učinki se pojavijo pri 67 % bolnikov, med  najbolj pogostimi so pljučnica, 
okužbe in driska. Zaradi povečanega pojava oportunističnih okužb, predvsem pljučnice, ki jo 
povzroča Pneumocystis jirovecii (PJP) in okužbe z citomegalovirusom (CMV), je ob uvedbi 
terapije z idelalisibom obvezna profilaksa s trimetoprim sulfametaksazolom. V primeru pojava 
okužbe se mora zdravljenje za čas okužbe prekiniti (32). PI3Kδ se namreč nahaja tudi v 
normalnih limfocitih B, zato lahko z zaviranjem PI3Kδ ogrozimo normalno delovanje 
imunskega sistema, kar vodi v večjo dovzetnost za oportunistične okužbe (33). 
 
  




Tudi pri zdravljenju z idelalizibom prihaja do pojava odpornosti, vendar kljub intenzivnim 
raziskavam mehanizem napredovanja bolezni pri bolnikih, zdravljenih z idelalizibom ostaja 
nepojasnjen, prav tako se odpornosti ne da povezati s specifično genetsko različico. Iz do sedaj 
pridobljenih podatkov je mogoče sklepati, da gre pri odpornosti na idelalizib za deregulacijo 
signalnih poti in ne za specifično ponavljajočo se različico (28). Zaradi selektivnega zaviranja 
PI3Kδ je eden od možnih mehanizmov odpornosti na idelalizib amplifikacija gena PIK3CD, 
ki kodira PI3Kδ ali pa amplifikacija gena PIK3CA oz. PIK3CB, ki poveča izražanje 
alternativne PI3K (34). Verjetna mehanizma odpornosti sta tudi amplifikacija Myc (angl. 
MYC proto-oncogene, bHLH transcription factor), ki povzroči povečano ekspresijo genov za 
celično rast in proliferacijo in povečano izražanje kemokinskega receptorja CXCR-4 (CXC 




Duvelizib je dvojni zaviralec PI3K, strukturno je podoben idelalizibu (slika 4), vendar poleg 
podenote p110δ zavira tudi podenoto p110γ. Gama (γ) podenota je značilna za limfocite T, 
njeno zaviranje zmanjša preživetvene signale tumorskega mikrookolja in posledično okrepi 








Slika 4: Strukturni formuli idelaliziba in duveliziba 
Slika povzeta po (37). 
 
Leta 2018 je FDA (angl. US Food and Drug administration) odobrila duvelizib za zdravljenje 
bolnikov s KLL, ki so bili vsaj dvakrat predhodno zdravljeni. EMA pa je leta 2013 duvelizibu 
podelila status zdravila sirote za zdravljenje KLL (38,39). Varnostni profil neželenih učinkov 
je podoben idelalizibu, najbolj pogosti neželni učinki so nevtropenija (63 %), driska ali kolitis 
(50 %) in okužbe (31 %)  (40). 




Dvojno zaviranje aktivnosti PI3K δ in γ podenote deluje tako neposredno citotoksično na celice 
KLL kot tudi posredno citotoksično preko zaviranja preživitvenih signalov iz mikrookolja,  kar 
v primerjavi z idelalizibom predstavlja terapevtsko prednost (36). Glede na to, da duvelizib 
spada med novejše tarčne molekule, bomo s časom prišli do zaključkov o klinični učinkovitosti 
v primerjavi z drugimi majhnimi tarčnimi molekulami ter do podatkov o številu bolnikov, ki s 
terapijo prenehajo.  
 
1.1.3.2 ANTAGONISTI  BCL-2 
VENETOKLAKS 
Apoptoza je genetsko nadzorovan mehanizem celične smrti. Poznamo dve poti apoptoze, in 
sicer zunanjo in notranjo oziroma mitohondrijsko pot, ki jo regulirajo proteini iz družine Bcl-
2 (B-celični limfom 2), vključno s proapoptotičnim proteini Bax in Bak ter antiapoptotičnimi 
proteini Bcl-2, Bcl-xL in Mcl-1. Proapoptotične molekule oligomerizirajo in permeabilizirajo 
zunanjo mitohondrijsko membrano, kar povzroči izliv citokroma C iz mitohondrija v 
citoplazmo in aktivacijo kaspazne kaskade, ki sproži nastanek apoptotskih telesc (41).  Za KLL 
je značilna motnja mitohondrijske poti apoptoze, ki zaradi povečanega izražanja 
antiapoptotičnih Bcl-2 proteinov vodi v akumulacijo navidez zrelih CD5+ limfocitov B (42). 
Venetoklaks (slika 5) se veže na antiapoptotični proteine Bcl-2, zavre njihovo delovanje in 









Slika povzeta po (44).  
 
EMA  je venetoklaks odobrila za zdravljenje KLL v kombinaciji z rituksimabom za bolnike, 
ki se ne odzivajo na kemoimunoterapijo ter kot monoterapijo za bolnike z del17p, pri katerih z 
zaviralci receptorske poti celic B ne dosežemo želenih učinkov (42,45). Najbolj pogosti 
neželeni učinki pri zdravljenju z venetoklaksom so pojav nevtropenije pri 30 % bolnikov ter 
prebavne težave, prisotne pri 25 % bolnikov (43,45). Redek neželen učinek, ki se pojavi 
Slika 5: Strukturna formula venetoklaksa 




predvsem v času uvajanja terapije, je sindrom tumorskega razpada (angl. tumor lysis syndrome, 
TLS). TLS povzroči hiter razpad tumorskih celic ter sprostitev celičnih metabolitov v krvni 
obtok, kar povzroči hiperurikemijo, hiperkaliemijo, hiperfosfatemijo in hipokalciemijo. V 
primeru, da sindroma ne zdravimo, je lahko zaradi neravnovesja metabolitov in elektrolitov 
ogroženo bolnikovo življenje. V izogib zapletom venetoklaks uvajamo počasi, s tedenskim 
povečanjem odmerka. Pomembno je tudi, da spremljamo laboratorijske izvide bolnika in ob 
pojavu suma na TLS s terapijo prenehamo. V primeru, da je tveganje za pojav TLS visoko, 
lahko bolnika dodatno zavarujemo z alopurinolom in zadostno hidracijo (6,46). 
 
Kljub začetni učinkovitosti zdravljenja, se pri 50 % visoko rizičnih bolnikov s KLL bolezen 
ponovi v roku dveh let od pričetka zdravljenja z venetoklaksom v obliki monoterapije. 
Najnovejše študije so pokazale, da sekundarna odpornost nastane zaradi genetskih sprememb 
antiapoptotičnega proteina Bcl-2. Najpogostejša genetska sprememba je zamenjava glicina z 
valinom na mestu 101, ki za 180-krat zmanjša afiniteto vezave venetoklaksa na aktivno mesto 
Bcl-2 (47,48). 
 
Kljub temu, da so se nove majhne tarčne molekule pokazale kot učinkovite v obliki 
monoterapij, so popolne remisije redke in kratke. Eden od problemov je predvsem nedoločen 
čas trajanja terapije, kar je v veliki meri povezano s povečanim tveganjem za pojav neželenih 
učinkov,  odpornosti in nevzdržnih stroškov terapije. Uporaba novih tarčnih zdravil v 
kombinacijah, ki delujejo na različne molekulske tarče in s tem zmanjšajo možnost pojava 
odpornosti ter omogočijo sinergistično delovanje zdravilnih učinkovin, je zato smiselna. 
Sinergistično delovanje nam omogoči uporabo manjših koncentracij za doseganje enakih 
učinkov, zato pride do redkejšega pojava neželenih učinkov in odpornosti (36). 
 
  





Avtofagija je vseprisoten, evolucijsko star, kataboličen proces razgradnje celici lastnih 
sestavin za ohranjanje vsesplošne celične homeostaze. Predstavlja regulatorni sistem 
razgradnje dolgoživih citoplazemskih makromolekul in organelov ter je ključna za ohranjanje 
integritete celičnega genoma, uravnavanje celičnega metabolizma ter za zagotavljanje 
celičnega preživetja. Proces avtofagije je ojačan ob prisotnosti znotrajceličnih dražljajev, kot 
so kopičenje poškodovanih celičnih organelov in proteinov ter zunajceličnih dražljajev, kot so 
stradanje, hipoksija, oksidativni stres ter okužbe z različnimi patogeni (49,50). Poznamo tri 
vrste avtofagije, in sicer markoavtofagijo, mikroavtofagijo in avtofagijo s šaperoni, ki se med 
seboj razlikujejo v poteku razgradnje makromolekul.  Kadar govorimo o avtofagiji, imamo v 
mislih makroavtofagijo (51). 
 


















Proces avtofagije lahko razčlenimo na iniciacijo, nukleacijo avtofagosoma, zorenje avtofagosomskega 
vezikla, fuzijo zrelega avtofagosoma z lizosomom ter razgradnjo avtofagolizosoma. Aktivacijski 
dražljaji avtofagije sprožijo nastanek avtofagosomskih vakuol, v katerih se s pomočjo lizosoma razgradi 
avtofagosomska vsebina (49). 
 
Slika 6: Proces avtofagije 




V normalnih pogojih mehanistična tarča rapamicina (mTOR), ki je sestavni del kompleksa 
mTORC1 (angl. mamalian target of rapamycin complex 1), zavira avtofagijo preko 
fosforilacije serin/treonin-protein kinaze (ULK1) na mestih Ser637 in Ser757 (slika 6).  
Zaviranje avtofagije spodbuja anabolne procese v celici in omogoča njeno rast in proliferacijo.  
 
V celičnem okolju, kjer so celice podvržene stresnim dejavnikom in nimajo dovolj hranil, je 
aktivnost mTOR zavrta. Zavrtje mTOR preko defosforilacije kompleksa 
ULK1/2/FIP200/Atg13 (angl. Unc-51 like autophagy activating kinase/ FAK-Family 
Interacting Protein/ Autophagy related protein 13) aktivira avtofagijo. Aktivacija avtofagije 
lahko poteka tudi preko signalne poti AMPK (angl. adenosine monophosphate-activated 
protein kinase), in sicer posredno preko zaviranja mTOR in neposredno preko fosforilacije 
ULK1 na mestih Ser555, Ser777, Ser317 in Ser467 (49,52). 
 
ULK1 fosofrilira AMBRA1 (angl. Beclin regulated autophagy protein 1), ki je poleg Agt15, 
VPS15 (angl. phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 4), VPS34 (angl. 
phosphoinositide-3-kinase class III) in Beclin1 sestavni del kompleksa PI3K (angl. class three 
phosphatidylinositol 3-kinase complex 1). Aktivacija kompleksa PI3K sproži izoblikovanje 
izolacijske membranske strukture imenovane fagofor (slika 6). Za podaljšanje avtofagosomske 
membrane in zaprtje avtofagosomskega vezikla sta potrebna dva konjugacijska proteinska 
sistema, in sicer Atg12-Atg5-Agt16 in LC3-fosfatidiletanolamin (angl. microtubule-
associated protein 1A/1B-light chain 3-phosphatidileamine). Atg12-Atg5-Agt16 pomaga pri 
podaljševanju in zaprtju membrane fagoforja in se po končani tvorbi avtofagosoma odcepi. 
LC3 konjugiran s PE se ob pomoči Agt4, Agt7 in Agt3 pretvori v LC3-II in prav tako pomaga 
pri nastajanju avtofagosma, vendar se po nastanku le tega ne odcepi in zato služi kot dober 
celični označevalec avtofagije (53). Odcepitev Agt12-Agt5-Agt16 omogoči zlitje 
avtofagosoma z lizosomom in nastanek avtofagolizosoma, v katerem so prisotni hidrolitični 
encimi, ki se v kislem okolju aktivirajo in omogočijo razgradnjo njegove vsebine. Razgradni 
produkti v obliki aminokislin se nato sprostijo v citosol, kjer se lahko ponovno uporabijo (49). 
  
1.2.2 Avtofagija in apoptoza 
Avtofagija in apoptoza sta ključna procesa, ki medsebojno sodelujeta pri vzpostavljanju celične 
homeostaze. Regulirajo ju različne molekule, ki se na nekaterih točkah prepletejo. Povezavo 
med apoptotično in avtofagijsko signalno potjo najdemo v kompleksu antiapoptotičnega 




proteina Bcl-2 in proteina Beclin-1, ki sodeluje v procesu avtofagije (54). Družino proteinov 
Bcl-2 sestavljajo Bcl-2, Bcl-XL in Mcl-1, ki imajo poleg antiapoptotične vloge pomembno 
vlogo tudi pri uravnavanju avtofagije. Po drugi strani je Beclin-1 sestavni del poglavitnega 
avtofagijskega kompleksa, ki omogoči nastanek fagofora, predhodnika avtofagosoma (51). 
Antiapoptotični proteini družine Bcl-2 tako zavrejo aktivnost Beclina-1, kar vodi v manjšo 
aktivnost avtofagije. Obratno pa v primeru antagonistov Bcl-2, ki preprečijo interakcijo Bcl-2 
z Beclinom-1, pričakujemo povečano aktivnost avtofagije. Na tem mestu je potrebno 
izpostaviti, da je Beclin-1 eno od stičišč avtofagije in apoptoze, medtem ko je drugih stičišč 
precej več, kar pripomore h kompleksnosti interakcije avtofagije in apoptoze v preživetju in 
homeostazi normalnih in rakavih celic (55).  
 
1.2.3 Avtofagija pri raku 
V procesu nastanka in napredovanja malignih obolenj so prisotne temeljne spremembe v 
osnovnih celičnih procesih. Najnovejše študije so pokazale, da je avtofagija kot pomembna 
katabolna pot, vključena v več procesov biologije raka (56). Vloga avtofagije pri raku je 
odvisna od več dejavnikov, in sicer od same onkogeneze, biološke značilnosti maligno 
transformiranih celic in stopnje napredovanja bolezni (57).  
 
Pomembno je poudariti dvojno vlogo avtofagije pri nastanku in poteku rakavih obolenj. 
Sprva so raziskovalci mislili, da ima avtofagija le tumorje zavirajočo vlogo, saj vzdržuje 
integriteto genoma in preprečuje celično proliferacijo in vnetje. Najnovejše študije pa so 
potrdile vlogo avtofagije pri iniciaciji in napredovanju raka ter pojavu odpornosti na terapijo 
(57). Tako normalne kot maligne celice izkoriščajo citoprotektivne učinke avtofagije. 
Indukcija avtofagije ima pomembno vlogo pri zaščiti normalnih celic, kjer prepreči nastanek 
maligne transformacije, pri malignih celicah pa indukcija avtofagije omogoči preživetje 
malignih celic (52).  
 
AVTOFAGIJA PRI KLL 
Iskanje novih terapevtskih tarč za zdravljenje KLL z namenom razvoja zdravil z boljšim 
varnostnim profilom neželenih učinkov in manjšim pojavom odpornosti je v neprestanem teku. 
Avtofagija kot nova terapevtska tarča za zdravljenje KLL je tako tema preučevanja mnogih 
raziskovalcev, kljub temu pa njena vloga v samem poteku bolezni in vplivu na terapevtsko 
občutljivost celic KLL še vedno ni popolnoma jasna.  
 




Izsledki mnogih raziskav predvidevajo, da ima avtofagija v celicah KLL vlogo preživetvene 
poti, saj je nivo avtofagije v malignih limfocitih B povišan. To predpostavko potrjuje tudi 
odkritje, da je izražanje avtofagijskih genov kinaznega kompleksa PI3K Beclin1, PIK3C3 in 
PIK3R4 značilno večje pri bolnikih s KLL v primerjavi z zdravimi posamezniki. Prav tako je 
bila dokazana tudi povezava med povečanim izražanje avtofagijskih genov in krajšim 
asimptomatskim obdobjem ter pričakovano dobo preživetja bolnikov s KLL. Na podlagi teh 
rezultatov je možno sklepati, da ima avtofagija pomembno vlogo pri uravnavanju celične smrti 
malignih limfocitov B in da lahko z njenim zaviranjem zmanjšamo njihovo preživetje (5,58). 
Farmakološko zaviranje avtofagije v celicah KLL naj bi tako samostojno ali v kombinaciji s 
tarčno terapijo povečalo apoptozo malignih limfocitov B in okrepilo terapevtsko učinkovitost 
tarčne terapije (59). Pri tem najbolj obeta zaviranje kinaze ULK1/2, ki ima centralno vlogo v 
procesu avtofagije (slika 7). ULK1/2 sodeluje v zgornjih poteh avtofagije in zorenju 
avtofagosoma ter deluje selektivno na proces avtofagije, saj ne vpliva na druge celične funkcije 
(57). Poleg farmakološkega zaviranja zgornjih signalnih poti avtofagije, ULK1/2, AMPK, 
PI3K, lahko zaviramo tudi fuzijo avtofagosoma z lizosomom (60).  
 
Potrebno je izpostaviti, da so nekatere raziskave o vlogi avtofagije v KLL prišle do zaključkov 
o pozitivnem vplivu povečane ekspresije avtofagijskih genov na potek bolezni (61). Na podlagi 
teh rezultatov se pojavi vprašanje o vplivu aktivacije avtofagije na preživetje celic KLL. Vpliv 
aktivatorjev avtofagije na preživetje celic KLL še ni bil preučen. Večina aktivatorjev avtofagije 
deluje preko zaviranja kompleksa mTORC1 ali preko aktivacije kinaze AMPK, ki aktivira 
avtofagijo posredno preko zaviranja mTORC1 ali neposredno preko aktivacije ULK1/2 (slika 
7). 
 





Slika 7: Modulatorji avtofagije in njihove terapevtske tarče              
Dorzomorfin in MRT68921 zavirata iniciacijo avtofagije preko zaviranja fosforilacije ULK1 na mestih 
Ser317, Ser467, Ser555, Ser777in Thr574. MRT68921 zavira ULK1 neposredno, dorzomorfin pa jo zavira 
posredno preko zaviranja AMPK (52). Vortmanin zavira avtofagijo z zaviranjem PI3K, MHY1485 pa z 
aktivacijo mTOR (62,63). Klorokin in bafilomicin-A1 zavirata pozno stopnjo avtofagije, kjer preprečita 
fuzijo avtofagosoma z lizozomom (60). Rapamicin in Torin 1 aktivirata avtofagijo preko zaviranja 
mTOR. A-769662 aktivira kinazo AMPK, ki nato fosoforilira ULK1/2 in tako sproži proces avtofagije 
(64,65). 




2. NAMEN IN POTEK DELA 
 
Namen magistrske naloge je določiti vlogo avtofagije v celicah kronične limfocitne levkemije 
(KLL), preučiti avtofagijo kot potencialno tarčo za zdravljenje KLL in preveriti vpliv 
modulatorjev avtofagije na učinkovitost sodobnih tarčnih zdravil.  
 
Na reporterski celični liniji za avtofagijo THP1- Difluo hLC3 bomo s pomočjo pretočne 
citometrije na zajetje slike preverili vpliv tarčnih zdravil ibrutiniba, venetoklaksa in idelaliziba 
na aktivnost avtofagije. Kot kontrolo živosti bomo celice THP1 tretirali z ibrutinibom, 
venetoklaksom in idealalizibom ter preverili, ali se avtofagija aktivira pri citotoksičnih 
koncentracijah tarčnih zdravil.  
   
Primarne celice KLL bomo izolirali iz vzorcev bolnikov s KLL, ki bodo predhodno privolili k 
sodelovanju v klinični raziskavi 0120-136/2019/4, odobreni s strani Komisije za medicinsko 
etiko (KME). Celice bolnikov s KLL bomo tretirali z različnimi zaviralci avtofagije (npr. 
MRT68921, dorzomorfinom in klorokinom) ter določili njihove citotoksične učinke. S testom 
metabolne aktivnosti PrestoBlue bomo določili vrednosti EC50 zaviralcev avtofagije po 24 in 
48 urah in s pomočjo le-teh preverili, ali delujejo koncentracijsko in časovno odvisno.  
 
S testom metabolne aktivnosti MTS bomo določili selektivnost delovanja zaviralcev avtofagije 
na maligne limfocite B v primerjavi z normalnimi limfociti B (celice LCL) in s testom 
PrestoBlue v primerjavi z mononuklearnimi celicami periferne krvi (celice PBMC).  
 
Nato bomo s pomočjo testa metabolne aktivnosti PrestoBlue preverili sinergistično 
citotoksičnost MRT68921 z ibrutinibom in venetoklaksom na primarnih celich KLL. Za lažje 
razumevanje mehanizmov citotoksičnosti bomo s pomočjo pretočne citometrije na celični liniji 
KLL MEC1 preverili vpliv zaviralcev avtofagije na celični cikel in apoptozo. S tem bomo 
pridobili vpogled v potencial avtofagije kot tarče in različnih farmakoloških zaviralcev 
avtofagije kot učinkovin za zdravljenje KLL. 
  




3. METODE IN MATERIALI 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Kemikalije 
Preglednica I: Seznam kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec 
Bafilomicin A1 Cayman Chemical, MI, ZDA 
DMSO Sigma-Aldrich, MO, ZDA 
Dorzomorfin MedChemExpress, NJ, ZDA 
Etilni alkohol 96 % ECP, d.o.o., Trzin, Slovenija 
Fetalni goveji serum (FBS) Gibco, ZDA 
Ficoll-Paque TM PLUS reagent GE Healthcare Bio-Sciencies AB, 
Švedska 
Ibrutinib MedChemExpress, NJ, ZDA 
Idelalisib (CAL-101) MedChemExpress, NJ, ZDA 
IMDM medij Sigma-Aldrich, MO, ZDA 
Klorokin Cayman Chemical, MI, ZDA 
L-glutamin Sigma-Aldrich, MO, ZDA 
Normocin InvivoGen, CA, ZDA 
MRT68921 MedChemExpress, NJ, ZDA 
Rapamicin Cayman Chemical, MI, ZDA 
Raztopina tripanskega modrila Sigma-Aldrich, MO, ZDA 
RNaza A, 100 mg/mL Qiagen, Hilden, Nemčija 
RPMI 1640 medij Sigma-Aldrich, MO, ZDA 
Venetoklaks MedChemExpress, NJ, ZDA 
QVD-OPh MedChemExpress, NJ, ZDA 
Zeocin InvivoGen, CA, ZDA 
 
3.1.2 Pufri in raztopine 
Preglednica II: Seznam pufrov in raztopin 
Pufri in raztopine Sestava 
10-kratni PBS (pH 7,4) 
  
  
Natehtali smo sestavine, jih raztopili v vodi, 
uravnali pH in avtoklavirali.  
80 g NaCl 
2 g KCl 
36,3 g Na2HPO4*12H2O 
2,4 g KH2PO4 
ultračista H2O, dopolnimo do 1,0 L 
1-kratni PBS 
(delovni fosfatni pufer) 
10-kratni PBS redčimo 1 : 10 z ultračisto 
vodo in avtoklaviramo 
4-% raztopina formaldehida 40 mL 10-% formaldehida 
60 mL ultračiste H2O 




3-% raztopina BSA v PBS-u 100 mL PBS 
3 g BSA 
0,5-% raztopina Tritona 250 μL Tritona-X 100 
50 mL PBS 
Pufer za barvanje (celični cikel) 100 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 
mM CaCl2, 0,5 mM MgCl2, 0,1 % Nonidet 
P40 
PI/RNazni pufer 3 μM propidijev jodid in 100 μg/mL 
RNaze A v pufru za barvanje 
Pufer za lizo eritrocitov (10-kratni) 
Natehtali smo sestavine, jih raztopili v vodi, 
uravnali pH na 7,4 in pufer sterilno filtrirali. 
Pufer smo hranili pri 4 °C. 
NH4Cl 8,02 g 
NaHCO3 0,84 g 
EDTA 0,37 g 
do 100 mL ultračiste H2O 
Pufer za lizo eritrocitov (1-kratni) 
  
Pufer za lizo eritrocitov (10-kratni) 
redčimo 1 : 10 z ultračisto vodo 
 
3.1.3 Kompleti za analize in fluorescenčna barvila 
Preglednica III: Seznam kompletov za analizo in fluorescenčnih barvil 
Kompleti in fluorescenčna barvila Proizvajalec 
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay (MTS) 
Promega, Promega, WI, ZDA 
Obogatitvena mešanica RosetteSep® humanih 
celic B 
StemCell Technologies, Vancouver, 
Kanada 
PrestoBlueTM cell viability reagent Invitrogen, ZDA 
Propidijev jodid Molecular Probes, Oregon, ZDA 
 
3.1.4 Gojišča in sestava 




Medije za gojenje smo hranili pri 4 °C, pred 
uporabo smo jih segreli na 37 °C. 
500 mL RPMI-1640 
50 ml hdFBS 
5,5 mL antibiotika in antimikotika 
5,5 mL L-glutamina 
Medij IMDM 500 mL IMDM 
50 mL hdFBS 
5,5 mL antibiotika in antimikotika 
Medij za zamrzovanje celic (KLL) 
 
Medije za zamrzovanje smo hranili na −20 °C. 
25 mL RPMI medij 
20 mL hdFBS 
5 mL DMSO 
Medij za zamrzovanje celic (MEC1) 25 mL IMDM medij 
20 mL hdFBS 
5 mL DMSO 




3.1.5 Laboratorijska oprema 
Preglednica V: Laboratorijska oprema 
Aparatura/Material Proizvajalec 
Attune NxT samovzorčevalnik Invitrogen, ZDA 
Avtoklav A-21, Kambič laboratorijska oprema, 
Semič, Slovenija 
BD MicrolanceTM 3 igle Becton Dickinson, S.A., Španija 
BD PlastipakTM brizgalke Becton Dickinson, S.A., Španija 
Centrifuga (Eppendorf centrifuge 5415 R) Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Centrifugirke (15 in 50 mL) TPP, Trasadingen, Švica 
Centrifugirke za pretočno citometrijo 
(Flowtubes) 
Invitrogen, ZDA 
Hemocitometer Brand Neumbauer, Nemčija 
Hladilnik/zamrzovalnik Gorenje, Velenje, Slovenija 
Inkubator Heraus Holding GmbH, Hanau, Nemčija 
Invertni svetlobni mikroskop (Olympus CK40) Olympus optical Co. GmbH, Hamburg, 
Nemčija 
Komora z laminarnim pretokom zraka Siemens, ZDA 
Krioviale Sarstedt, Nümbrecht, Nemčija 
Krovna stekla Assistent, Sondheim, Nemčija 
Mikrocentrifugirke (0,5 mL, 1,5 mL in 2,0 mL) Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Mikrotitrski čitalec (Synergy™ HTX) BioTek Instruments, Inc., VT, ZDA 
Multikanalne pipete (100, 300 μL) Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Nastavki za pipete (do 10, 200, 1000 μl) Sarstedt, Nümbrecht, Nemčija 
Pipete (0,1–2,5 μL, 0,5–10 μL, 20–200 μL, 100–
1000 μL) 
Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
Plastične sterilne črne mikrotitrske ploščice (s 
96 vdolbinami) 
NuclonTM Delta Surface, Nemčija 
Plastične sterilne mikrotitrske ploščice za 
gojenje celičnih kultur (s 6, 12, 24 ali 96 
vdolbinami) 
TPP, Trasadingen, Švica 
Posode T-flask za gojenje celičnih kultur TPP, Trasadingen, Švica 
Pretočni citometer Attune NxT Invitrogen, ZDA 
Pretočni citometer na zajetje slike Amnis® 
ImageStream®X Mk II 
Luminex, ZDA 
Programska oprema CompuSyn ComboSyn, Inc. 
Programska oprema FlowJo® FlowJo, LLC, Ashland, Oregon, ZDA 
Programska oprema Gen5 BioTek Instruments, Inc., VT, ZDA 
Programska oprema GraphPad Prism 9 GraphPad Software, CA, ZDA 
Programska oprema Amnis IDEAS® Luminex, ZDA 
Serološke pipete za enkratno uporabo (volumni: 
5, 10, 25 in 50 mL) 
TPP, Trasadingen, Švica 
Tehtnica Mettler Toledo 
Vodna kopel Mikro+polo, Maribor, Slovenija 
Memmert, Schwabach, Nemčija 




Vortex (Vortex GENIE 2) Scientific industries, Orlando, Florida, 
ZDA 
Zamrzovalnik (−80 °C) Forma scientific, Midland, ON, Kanada 
Zaščitne rokavice Kimberly-Clark 
 
3.2 METODE DELA S CELICAMI 
Za delo s celičnimi kulturami je nujno potrebno vzdrževati aseptične pogoje. V ta namen 
uporabljamo komoro z laminarnim pretokom zraka (LAF komora), ki potuje skozi HEPA 
(angl. high efficiency particulate air) filtre, s čimer preprečimo kontaminacijo vzorca. Delovno 
površino v komori pred začetkom dela in po njem prebrišemo s 70-% etanolom in izpostavimo 
UV svetlobi za 20 minut. Za delo v celičnem laboratoriju je nujno potrebno nošenje zaščitne 
halje, zaščitnih rokavic in obutve, namenjene le delu v laboratoriju. Pred začetkom dela 
moramo razkužiti tudi rokavice ter vso opremo in material, ki ga bomo uporabljali med delom. 
Celično kulturo gojimo v inkubatorju pri 37 °C, 5 % CO2 in 80-% vlažnosti, vse pripomočke, 
ki pridejo z njo v stik predhodno steriliziramo v avtoklavu  (66). 
 
3.2.1 Celične kulture 
MEC1 
MEC1 je celična linija, ki je spontano nastala iz periferne krvi pacienta s kronično limfocitno 
levkemijo v prolimfocitni transformaciji. Celična linija MEC1 je rahlo adherentna, tvori manjše 
skupke in ima del17p (67). Celice smo gojili v mediju IMDM, ki smo ga trikrat tedensko 
menjali in tako vzdrževali koncentracijo 0,5–1,5 × 106 celic/mL. Celične linije smo rutinsko 
testirali na mikoplazmo z metodo PCR (MycoplasmaCheck). 
LCL 
Limfoblastoidna celična linija (LCL) je linija limfocitov B zdravih prostovoljcev. Celice LCL 
so vzpostavili s pomočjo Epstein-Barr virusa (EBV). EBV preoblikuje limfocite B, tako da 
tvorijo imortalizirano B-limfocitno linijo in vitro (68). Celice smo gojili v mediju RPMI, ki 
smo ga trikrat tedensko menjali in tako vzdrževali koncentracijo 0,75–1,5 × 106 celic/mL.  
PBMC 
Mononuklearne krvne celice periferne krvi (PBMC) so celice z okroglimi jedri, ki zajemajo 
heterogeno populacijo celic, in sicer limfocite (limfociti T (45–70 %), limfociti B (5–10 %) in 
NK celice (10–30 %)), monocite (5–10 %) in dendritične celice (1–2 %) (69). Te celice 
predstavljajo ključne komponente prirojenega in pridobljenega imunskega sistema, ki telo 
brani pred virusnimi, bakterijskimi in parazitskimi okužbami (70). Celice smo izolirali z 




gradientnim centrifugiranjem z uporabo fikola in jih v mediju RPMI vzdrževali pri 
koncentraciji 1,0 × 106 celic/mL.  
KLL 
Klinično raziskavo številka 0120-136/2019/4 je odobrila Komisija za medicinsko etiko (KME) 
RS. Bolnike Kliničnega oddelka za hematologijo Univerzitetnega Kliničnega Centra v 
Ljubljani s potrjeno KLL smo povabili k sodelovanju v raziskavi. Po pisni potrditvi smo jim 
odvzeli majhen volumen krvi, iz katerega smo z negativno selekcijo izolirali primarne celice 
KLL. Celice smo hranili v mediju RPMI pri koncentraciji 1,0 × 106 celic/mL, presežek celic pa 
smo shranili v biobanko.  
THP1  
THP1 je celična linija, ki so jo vzpostavili iz periferne krvi bolnika z akutno monocitno 
levkemijo (71). Celice smo gojili v mediju RPMI, ki smo ga trikrat tedensko menjali in tako 
vzdrževali koncentracijo med 0,5–1,5 × 106 celic/mL. 
THP1-Difluo™ hLC3 
Reporterska celična linija THP1-Difluo™ hLC3 je zasnovana z namenom spremljanja 
avtofagijske aktivnosti. Celice so pridobljene iz monocitne celične linije THP1 in imajo 
vstavljen genski konstrukt za protein LC3B, označen z dvema fluorescenčnima 
označevalcema, in sicer z rdečim fluorescenčnim proteinom (angl. red flourescent protein, 
RFP), ki je stabilen v kislem okolju in zelenim fluorescentnim proteinom (angl. green 
flourescent protein GFP), ki ni stabilen v kislem okolju (72). Pomembno je, da tri dni pred 
uporabo celic mediju za gojenje RPMI dodamo selektivni antibiotik Zeocin™, ki omogoči 
selekcijo celic z genskim konstruktom. Mediju za gojenje moramo dodati tudi antibiotik 
Normocin™, saj tako preprečimo okužbo celic z mikoplazmo (73). Celice smo gojili v mediju 
RPMI, ki smo ga trikrat tedensko menjali in tako vzdrževali koncentracijo 1,0 × 106 celic/mL. 
 
3.2.2 Odmrzovanje celic 
Celice smo odmrznili po predhodno opisanem postopku (74). Celice smo hranili v mediju za 
zamrzovanje (10 % DMSO, 40 % FBS, 50 % IMDM) v tekočem dušiku. Odmrzovali smo jih 
tako, da smo jih segreli na 37 °C v mediju za gojenje celic. Vzeli smo kriovialo in jo za 30 
sekund inkubirali na 37 °C, nato smo njeno vsebino po kapljicah prenesli v predhodno segret 
medij, odpipetiran v falkonko. Celice smo centrifugirali na sobni temperaturi 5 minut, celične 
linije smo centrifugirali pri 1200 obratih/min, primarne celice KLL pa pri 1500 obratih/min. 
Nato smo odstranili supernatant in celice resuspendirali v svežem mediju za gojenje celic in jih 
prenesli v posodo za gojenje.  




3.2.3 Štetje celic  
Celice smo šteli s pomočjo hemocitometra in invertnega mikroskopa. Uporabili smo tripansko 
modrilo (TrypaneBlue), ki prehaja v mrtve celice s poškodovano membrano in jih obarva 
modro. Skozi nepoškodovano membrano živih celic ne prehaja, zato celice pod mikroskopom 
svetijo belo na modri podlagi. Na ta način lahko ločimo mrtve celice od živih in izračunamo 
delež mrtvih oziroma živih celic (75). 
 
Celice smo v aseptičnih pogojih s pipeto premešali, da so se odlepile od posode za gojenje in 
da smo dobili suspenzijo posameznih celic. Odpipetirali smo 10 μL celične kulture, dodali 10 
μL TrypanBlue in dobro premešali. Na hemocitomoeter smo odpipetirali 10 μL mešanice in s 
pomočjo mikroskopa prešteli žive celice (slika 8). S pomočjo spodaj navedene enačbe smo 
nato izračunali koncentracijo celic v celični kulturi. Za nadaljnje delo smo uporabili le celične 








                                  
Enačba 1: Izračun koncentracije celične kulture 
Š𝑡. 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 =
𝐴 + 𝐵 + 𝐶 + 𝐷
4
× 𝐷𝐹 × 104  
A, B, C, D – število celic v posameznem območju hemocitometra 
 DF – faktor redčenja 
3.3 IZOLACIJA CELIC IZ POLNE KRVI 
3.3.1 Izolacija celic KLL 
Celice izoliramo s pomočjo obogatitvene mešanice RosetteSep™, ki je zasnovana za izolacijo 
limfocitov B iz polne krvi z negativno selekcijo (slika 9). Neželene krvne celice odstranimo z 
dodatkom protiteles, ki tvorijo tetramerne komplekse in se vežejo na eritrocite in druge 
neželene krvne celice.  Po centrifugiranju z gradientnim medijem se celice razplastijo, zaradi 
večje gostote se kompleksi protiteles z neželenimi celicami posedejo na dno, limfociti B pa 
ostanejo na plasti gradientnega medija (76).  
Slika 8: Hemocitometer 
S pomočjo hemocitometra prešetejmo število celic v 
vzorcu in izračunamo koncentracijo. Slika povzeta po 
(75). 
 





Primarne celice KLL smo izolirali po predhodno opisanem postopku (74). Epruveto s 5 mL 
polne krvi bolnika s KLL smo 5 minut centrifugirali na 1500 obratih/min. Plazmo smo shranili 
v biobanko, v epruveto pa dodali 2-% raztopino toplotno deaktiviranega fetalnega govejega 
seruma (hdFBS) v PBS, in sicer enako količino kot predhodno odvzete plazme. Dodali smo 75 
µL reagenta RosetteSep™ in inkubirali 20 minut pri sobni temperaturi. Vsebino epruvete smo 
prenesli v 15-mililitrsko falkonko in redčili v razmerju 1 : 1 z  2-% raztopino hdFBS. V novo 
falkonko smo odpipetirali 5 mL gradientnega medija (fikol), nanj previdno nanesli 10 mL 
redčene krvi in centrifugirali pri 200 g, 20 minut brez zavore. Po končanem centrifugiranju 
smo zgornjo plast plazme s trombociti odstranili in tako prišli do plasti limfocitov B. Limfocite 
B smo prenesli v falkonko z 10 mL medija in jo 5 minut centrifugirali pri 1500 obratih/min. 
Celični suspenziji smo nato določili koncentracijo s pomočjo hematocitometra, jo redčili do 
1,0 × 106 celic/mL in jo uporabili za eksperimente. Celice smo gojili v inkubatorju (37 ºC, 5 % 
CO2), višek celic smo shranili v biobanko.  
Slika 9: Izolacija limfocitov B iz polne krvi 
Limfocite B smo iz polne krvi izolirali s pomočjo obogatitvene mešanice RosetteSep™. Slika povzeta 
po (76). 
 
3.3.2 Izolacija celic PBMC 
Celice PBMC smo izolirali po predhodno opisanem postopku (74). Zdravim prostovoljcem 
smo vzeli 5 mL venske krvi in jo v razmerju 1 : 1 redčili z 2-% raztopino hdFBS v 15-mililitrski 
falkonki. Dobljeno mešanico smo previdno nanesli na 5 mL gradientnega medija (fikol). 
Vzorec smo centrifugirali na 200 g, 20 minut brez zavore. Po končanem centrifugiranja smo 
odstranili gornjo plast redčene plazme do 0,5 cm nad obročkom PBMC. Celice PBMC smo 
previdno prenesli v svežo 15-mililitrsko falkonko in dodali 10 mL medija za lizo eritrocitov. 




Suspenzijo smo dobro premešali z vrtinčnim mešalnikom, da smo zagotovili lizo zaostalih 
eritrocitov, nato pa centrifugirali (1500 obr/min, 5 min), odstranili supernatant in peleto PBMC 
resuspendirali v mediju RPMI z dodatki.  
3.4 DOLOČANJE METABOLNE AKTIVNOSTI CELIC 
3.4.1 Test metabolne aktivnosti PrestoBlue™ 
Metabolno aktivnost primarnih celic KLL in PBMC smo izmerili s testom PrestorBlue™, ki 
temelji na reduktivni sposobnosti metabolno aktivnih celic. Reagent vsebuje spojino resazurin, 
ki prehaja celično membrano, je modre barve in ne fluorescira. V primeru, da so celice 
metabolno aktivne, se resazurin reducira v resorufin, ki je roza obarvan in močno fluorescira 
(slika 10). To spremembo lahko zaznamo z merjenjem fluorescence resorufina (ekscitacija pri 
560 nm, emisija pri 590 nm), količina signala, normaliziranega na kontrolo, je premo 







Slika povzeta po (78). 
 
S testom PrestoBlue™ smo na primarnih celicah KLL določili srednjo efektivno koncentracijo 
(EC50) zaviralcev avtofagije in tarčnih zdravil. Metabolno aktivnost celic smo določili po 
spodaj opisanem postopku. 
 
Postopek določanja metabolne aktivnosti celic KLL in PBMC: 
1. Pripravili smo celično suspenzijo s koncentracijo 1 × 106 celic/mL.  
2. V mikrotitrsko ploščo s 24 vdolbinicami smo v vsako vdolbinico odpipetirali 0,5 mL 
celične suspenzije.  
Slika 10: Redukcija resazurina v fluorescenten resurofin 




3. Suspenzijo celic KLL in PBMC smo tretirali z naraščajočimi koncentracijami 
MRT68921 dorzomorfina, klorokina, ibrutiniba in venetoklaksa. 
4. V duplikatu smo prenesli 100 μL celične suspenzije v mikrotitrsko ploščico s 96 
vdolbinicami. Pripravili smo tudi vdolbinico s slepo (medij), kontrolo in kontrolo topila 
(0,1 % DMSO). 
5. Mikrotitrsko ploščo smo postavili v inkubator (37° C, 5 % CO2, 80-% vlažnost). 
6. Po 21 in 45 urah smo v vsako vdolbinico s suspenzijo celic KLL dodali po 10 µL 
reagenta PrestoBlue™. Po 21 urah smo v vsako vdolbinico s suspenzijo PBMC dodali 
po 10 µL reagenta PrestoBlue™. 
7. Po 3 urah inkubacije smo pomerili fluorescenco resorufina pri 590 nm. Od posameznih 
signalov smo odšteli signal slepe (medij) in razliko normalizirali na signal kontrole z 
DMSO. 
Enačba 2: Izračun živosti celic na podlagi testa metabolne aktivnosti  
 
Živost celic (%) =  
𝐈 (vzorec)−𝐈 (slepa)
𝐈 (CTRL DMSO)−𝐈 (slepa)
× 100 % 
I ‒ intenziteta fluorescence 
 
3.4.2 Test metabolne aktivnosti MTS 
Za določanje metabolne aktivnosti celičnih linij LCL smo uporabili test MTS. MTS (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazol) se pod vplivom 
mitohondrijskih reduktaz reducira do obarvanega formazana (slika 11). Metabolna aktivnost 
celice je premo sorazmerna absorbanci formazana, ki jo s pomočjo spektrofotometra merimo 
pri 492 nm  (79). 
  






Slika 11: Redukcija MTS do obarvanega formazana 
Slika povzeta po (80). 
 
EC50 zaviralcev avtofagije na celicah LCL smo določili z uporabo testa metabolne aktivnosti 
MTS po spodaj opisanem postopku. 
 
Postopek določanja metabolne aktivnosti celic LCL: 
1. V mikrotitrsko ploščo s 24 vdolbinami smo odpipetirali po 1 mL medija.  
2. Medij smo tretirali z naraščajočimi koncentracijami MRT68921, dorzomorfina in 
klorokina.   
3. 50 μL spojin smo v duplikatu prenesli v mikrotitrsko ploščico s 96 vdolbinicami. 
4. Pripravili smo celično suspenzijo s koncentracijo 0,6 × 106 celic/mL.  
5. V duplikatu smo prenesli 50 μL celične suspenzije v mikrotitrsko ploščico s 96 
vdolbinicami. Pripravili smo tudi vdolbinice s slepo (medij), kontrolo in kontrolo topila 
(0,4 % DMSO). 
6. Mikrotitrsko ploščo smo postavili v inkubator (37° C, 5 % CO2, 80-% vlažnost) za 21 
ur. 
7. Po 21 urah smo v vsako vdolbinico dodali po 10 μL reagenta MTS in inkubirali 1–3 
ure. 
8. Izmerili smo absorbanco pri 490 nm. 
9. Od absorbance vzorcev smo odšteli absorbanco slepe (medij) in razliko normalizirali 
na absorbanco kontrole z DMSO.  




3.5 PRETOČNA CITOMETRIJA 
Pretočna citometrija je metoda, s katero lahko z merjenjem sipanja svetlobe in fluorescenčne 
emisije posamezne celice določimo strukturne in funkcijske lastnosti celic v suspenziji. S 
pomočjo hidrodinamskega fokusiranja omogočimo prehajanje posameznih celic skozi laserski 
žarek. Novejši pretočni citometri vsebujejo sistem akustičnega fokusiranja, ki usmerja delce s 
pomočjo ultrazvočnih valov in tako omogoči hitrejšo analizo vzorcev z ohranjeno kakovostjo 
rezultatov (81). Z merjenjem stranskega sipanja svetlobe (angl. side scatter, SSC) merimo 
granuliranost celic, s prednjim sipanjem svetlobe (angl. forward scatter, FSC) pa velikost celic. 
S pomočjo fluorescentno označenih protiteles in barvil lahko razlikujemo specifične celične 
komponente, kot so celični organeli, DNA, RNA, kromosomi in citokini, poleg tega pa lahko 
opravimo analize celičnih procesov, kot so proliferacija, celični cikel in apoptoza  (82). 
 
 
Slika 12: Pretočni citometer 
Pretočni citometer je sestavljen iz vira svetlobe, ki omogoča ekscitacijo elektrona v fluorokromu, iz 
detekcijskega sistema, ki zbira emitirano svetlobo, hidrodinamskega sistema, ki omogoča, da delci 
posamezno prehajajo čez usmerjen vir svetlobe ter iz računalniškega sistema, ki izmerjeno svetlobo 
pretvori v signal (82). Slika povzeta po (82). 
 
  




3.5.1 Določanje živosti celic s propidijevim jodidom 
Propidijev jodid (PI) je fluorokrom, ki se veže na nukleinske kisline znotraj celice in fluorescira 
rdeče. Mrtve celice ga zaradi poškodovane celične membrane prepuščajo, kar nam omogoča, 
da s pomočjo pretočnega citometra ovrednotimo živost celic (83). Za analizo smo uporabili 
pretočni citometer Attune Nxt s samovzorčevalnikom, ki omogoča analizo ploščice s 96 
vdolbinami.  
 
Živost s PI smo določali celični liniji MEC1 in celični liniji THP1. Celično linijo THP1 smo 
tretirali z naraščajočimi koncentracijami ibrutiniba, idelaliziba in venetoklaksa. Celično linijo 
MEC1 smo tretirali s pankaspaznim zaviralcem kinolin-val-asp-difluorofenoksimetilketon 
(QVD-OPh), ibrutinibom, venetoklaksom, rapamicinom in MRT68921.  
 
Postopek priprave celične suspenzije za določanje živosti celic s propidijevim 
jodidom: 
1. Pripravili smo celično suspenzijo celične linije s koncentracijo 3 × 105 celic/mL.  
2. Po 500 mL celične suspenzije smo prenesli v sterilno mikrotitrsko ploščico s 24 
vdolbinami in tretirali z ibrutinibom, idelalizibom, venetoklaksom in MRT68921. 
Pripravili smo tudi vzorček neoznačenih celic, kontrole in kontrole topila (0,1 % 
DMSO). 
3. Iz vsake vdolbinice smo v dve sterilni prozorni mikrotitrski ploščici s 96 vdolbinami 
prenesli po 100 μL celične suspenzije v duplikatu. 
4. Ploščici s celicami smo inkubirali v inkubatorju (37° C, 5 % CO2, 80 % vlažnost). 
5. Po 24 urah smo v vsako vdolbino (razen v neoznačene) dodali po 0,5 μL PI. 
6. Analizirali smo na pretočnem citometru z uporabo Attune NxT samovzorčevalnika. 
 
3.5.2 Analiza celičnega cikla  
Celični cikel je sestavljen iz interfaze, v kateri se celica pripravlja na delitev in iz mitoze, v 
kateri poteka delitev podvojenega genetskega materiala v dve hčerinski celici. Interfaza je 
sestavljena iz faze S, kjer poteka podvajanje DNA, iz faze G0, v kateri celica miruje ter iz dveh 
vmesnih faz G1 in G2, v katerih poteka podvajanje celičnih struktur in pregled podvojenega 
genetskega materiala (84).  S pomočjo PI določimo količino DNA v celici, ki je odvisna od 
faze, v kateri se celica nahaja. Celice v fazi G2 s podvojenim DNA bodo tako dvakrat močneje 
fluorescirale kot celice v fazi G1. 




Celice smo predhodno tretirali z naraščajočimi koncentracijami MRT68921, ibrutiniba in 
venetoklaksa.  
 
Postopek priprave celične suspenzije za analizo celičnega cikla s pretočnim 
citometrom: 
1. Za analizo smo potrebovali 0,25–5,0 × 106 celic/vzorec. 
2. Centrifugirali smo 5 min pri 1800 obratih/min, odstranili supernatant in spirali z 1 mL 
PBS.  
3. Centrifugirali smo 5 min pri 1800 obratih/min, odstranili supernatant in celice 
resuspendirali v 200 μL PBS. 
4. Dodali smo 1 mL hladnega absolutnega EtOH (0 ºC) in dobro vorteksirali. Nato smo 
vzorce postavili na −20 ºC (30 min). 
5. Centrifugirali smo 5 min pri 2300 obratih/min in odstranili supernatant. 
6. Celice smo resuspendirali v 1 mL PBS in pustili rehidrirati 30 min na sobni T.  
7. Centrifugirali smo 5 min pri 2300 obratih/min in odstranili supernatant. 
8. Celice smo resuspendirali v 500 μL PI/RNaznega pufra. 
9. Inkubirali smo 15 minut pri sobni T (20 ºC), zaščiteno pred svetlobo. 
10. Analizirali smo na pretočnem citometru. 
  




3.6 PRETOČNA CITOMETRIJA NA ZAJETJE SLIKE 
Pretočna citometrija na zajetje slike se od običajne pretočne citometrije razlikuje po 
sposobnosti, da ustvari slike celic med samo meritvijo. Na ta način združuje sposobnost 
mikroskopa, ki nam omogoča kvalitativno analizo redkih celičnih pojavov in sposobnost 
pretočne citometrije, da v kratkem času obdela veliko količino podatkov (85). 
 
 
Slika 13: Pretočni citometer na zajetje slike Amnis® ImageStream®X Mk II 
Slika povzeta po (86). 
 
3.6.1 Merjenje aktivnosti avtofagije z reportersko linijo THP1-DifluoTM 
Z reportersko celično linijo THP1-DifluoTM hLC3 spremljamo avtofagijsko aktivnosti celic s 
pomočjo fluorescentno označenega proteina LC3B. LC3B je označen z dvema 
fluorescenčnima markerjema, in sicer z RFP, ki je stabilen v kislem in sveti rdeče, in GFP, ki 
sveti zeleno in ni stabilen v kislem okolju. V zgodnji avtofagiji zaznamo oba signala, tako RFP 
kot GFP. Po fuziji avtofagosoma z lizosomom se fluorescenca GFP zmanjša, močno pa se 
poveča fluorescenca RFP (72). 
 
  




Postopek priprave celične suspenzije za merjenje aktivnosti avtofagije: 
1. Pripravili smo celično suspenzijo THP1- DifluoTM hLC3 s koncentracijo 0,5 × 106 
celic/mL.  
2. Po 500 mL celične suspenzije smo prenesli v sterilno mikrotitrsko ploščico z 48 
vdolbinami in tretirali z ibrutinibom, venetoklaksom in idelalizibom. Pripravili smo 
vzorček pozitivne kontrole 200-nM in 1-μM rapamicina, negativne kontrole 100-
nM bafilomicina A1, neoznačenih celic in kontrole topila (0,1 % DMSO). 
3. Ploščico smo inkubirali 24 ur v inkubatorju (37° C, 5 % CO2, 80 % vlažnost). 
4. Vsebino vsake vdolbinice smo po 24h urah prenesli v 1,5 mL epice in centrifugirali 
5 min pri 1200 obratih/min, odstranili smo supernatant in resuspendirali v 50 μL 
segretega PBS.   
5. Na Amnisu smo pomerili fluorescenco GFP in RFP za 50.000 dogodkov/vzorec pri 
povečavi 60. 
 
3.7 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Podatke iz pretočnega citometra Attune Nxt smo obdelali s programsko opremo FlowJo®, 
podatke iz pretočnega citometra na zajetje slike Amnis® ImageStream®X Mk II smo obdelali 
s programsko opremo Amnis IDEAS®, podatke s čitalca mikrotitrskih plošč Synergy™ HTX 
pa smo obdelali s programsko opremo Gen5. Za statistično obdelavo podatkov smo uporabili 
programom GraphPad Prism 9, izvedli smo statistične teste ANOVO in parni ter neparni t-test. 
Kot statistično značilne rezultate smo privzeli tiste, kjer je bila vrednost p <  0,05. Statistično 
značilno: nsp > 0,05, *p < 0,05, ** p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001. 
  




4. REZULTATI IN RAZPRAVA 
Ena najnovejših terapevtskih tarč za zdravljenje malignih obolenj je avtofagija. Izhodišče za 
naše delo so bile do sedaj opravljene raziskave, ki so pokazale povezavo med večjim 
izražanjem avtofagijskih genov v celicah KLL s slabšim potekom bolezni (5). Na podlagi teh 
rezultatov smo sklepali, da uravnavanje avtofagijskih procesov v celicah KLL vpliva na 
njihovo preživetje in prepoznali velik potencial uporabe farmakološkega zaviranja avtofagije 
pri zdravljenju KLL.  
 
Zanimala sta nas vloga avtofagije v celicah KLL in učinek farmakoloških zaviralcev avtofagije 
na maligne limfocite B. Poleg tega smo želeli preveriti učinkovitost kombinacije že 
registriranih tarčnih zdravil in zaviralcev avtofagije v terapiji KLL. S tem namenom smo 
preverili citotoksične učinke zaviralcev avtofagije, selektivnost njihovega delovanja na 
maligne limfocite B in njihovo sinergistično citotoksično delovanje s tarčnimi zdravil. Prav 
tako smo preverili vpliv zaviralcev avtofagije na proliferacijo celic KLL in mehanizem 
njihovega citotoksičnega delovanja.  
 
4.1 TARČNA ZDRAVILA INDUCIRAJO AVTOFAGIJO V CELICAH KLL  
Avtofagija ima pri nastanku in razvoju rakavih obolenj dvojno vlogo. V začetni stopnji razvoja 
bolezni ščiti zdrave celice, saj z razgradnjo karcinogenov prepreči nastanek malignih 
transformacij. V poznejših stopnjah bolezni pa ojačan proces avtofagije omogoča preživetje in 
proliferacijo malignih celic, saj zagotovi povečano potrebo po energiji. Pretirana aktivacija 
avtofagije pa lahko zaradi prekomerne razgradnje celičnih komponent vodi v celično smrt (87). 
  
Mnoga protirakava zdravila v celicah povzročajo stres, zato ojačajo proces avtofagije. 
Zanimalo nas je, ali tarčna zdravila ibrutinib, idelalizib in venetoklaks povečajo nivo avtofagije 
in če je le ta aktivacija preživetveni mehanizem ali mehanaizem celične smrti. Vpliv ibrutiniba, 
venetoklaksa in idelaliziba na avtofagijo smo preverili na reporterski liniji za avtofagijo THP1-
Difluo™ hLC3. 





Slika 14: Vpliv ibrutiniba, venetoklaksa in idelaliziba na avtofagijo na celich THP1-Difluo™ 
hLC3 
Celice THP1-Difluo™ hLC3 (0,5 × 106 celic/mL) smo tretirali z ibrutinibom (1 μM, 5 μM, 10 μM, 25 
μM, 50 μM), venetoklaksom (1 μM, 2,5 μM, 5 μM, 10 μM, 25 μM) in idelalizibom (1 μM, 5 μM, 10 μM, 
25 μM, 50 μM). Kot negativno kontrolo smo celice tretirali z zaviralcem avtofagije bafilomicinom A1 
(100 nM), kot pozitivno kontrolo smo celice tretirali z aktivatorjem avtofagije rapamicinom (0,2 μM). 
Fluorescenco smo po 24 urah pomerili na pretočnem citometru na zajetje slike. Kot kontrolo živosti 
smo tretirali celično linijo THP1 (3 × 105 celic/mL) z enakimi koncentracijami tarčnih zdravil in po 
24h pomerili živost na pretočnem citometru z uporabo PI. Izvedli smo dve biološki ponovitvi, rezultate 
obdelali v programu GraphPad Prism in jih  prikazali kot povprečje ± SEM. Izvedli smo enosmerno 
ANOVO. * p < 0,05 ** p < 0,01, **** p < 0,0001 




Celice THP1-Difluo™ hLC3 smo tretirali z naraščajočimi koncentracijami tarčnih zdravil ter 
po 24 urah pomerili fluorescenco na pretočnem citometru na zajetje slike. Protein LC3 je 
označen z rdečim in zelenim fluorescentnim proteinom. Zelen fluorescenten protein za razliko 
od rdečega ni stabilen v kislem okolju, zato v zadnji fazi avtofagijskega procesa, ko je LC3 
protein izpostavljen kislemu okolju lizosoma zaznamo le rdečo fluorescenco. Rezultate smo 
prikazali kot razmerje med rdečo in zeleno fluorescenco proteina LC3. Višji stolpec pomeni 
več rdeče fluorescence in s tem večjo aktivacijo avtofagije. Pri ibrutinibu (10 μM) smo videli 
1,4-kratno povečanje rdeče fluorescence, pri venetoklaksu (5 μM) 1,6-kratno povečanje rdeče 
fluorescence, pri višjih koncetracijah ibrutiniba in venetoklaksa pa je prišlo do okoli 2-kratnega 
povečanja rdeče fluorescence. Pri idelalizibu rdeča fluorescence pri nobeni koncentraciji ni 
presegla 1,2-kratnega povečanja v primerjavi s kontrolo.  
 
Iz rezultatov lahko sklepamo, da sta tako ibrutinib kot venetoklaks avtofagijo aktivirala, 
idelalizib pa na avtofagijo ni imel učinka. V literaturi je opisano, da se BTK sklaplja z Akt in 
mTOR ter tako uravnava avtofagijo. Ibrutinib z zaviranjem BTK zavira fosforilacijo Akt in 
mTOR, kar vodi v povečano aktivnost avtofagije (88). Venetoklaks avtofagijo aktivira z 
vezavo na antiapoptotični protein Bcl-2, kar omogoči sprostitev proteina Beclin1, ki ima 
pomembno vlogo pri tvorbi avtofagosomskega vezikla (87). 
 
Da bi določili vlogo avtofagije v malignih limfocitih B, smo celice THP1 tretirali z enakimi 
koncetracijami tarčnih zdravil kot celice THP1-Difluo™ in po 24 urah pomerili živost na 
pretočnem citometru s pomočjo PI (slika 14). Avtofagija se je v celicah THP1 aktivirala šele 
pri močno citotoksičnih koncentracijah venetoklaksa (5 μM) in ibrutiniba (25 μM). Ali se je 
avtofagija aktivirala kot preživetvena pot ali kot celična smrt iz dobljenih rezultatov, nismo 
mogli sklepati, zato smo v nadaljevanju preučili vpliv modulatorjev avtofagije na učinkovitost 
tarčnih zdravil in tako poskušali določiti vlogo avtofagije.  
 
  




4.2 DELOVANJE FARMAKOLOŠKIH ZAVIRALCEV AVTOFAGIJE NA CELICE KLL JE 
KONCENTRACIJSKO ODVISNO CITOTOKSIČNO 
Najprej smo na celicah KLL preverili učinke farmakoloških zaviralcev avtofagije. Proces 
avtofagije je razdeljen na pet faz (iniciacija, nukleacija avtofagosoma, podaljšanje in zaprtje 
avtofagosomske membrane, fuzija avtofagosoma z lizosomom in razgradnja intravezikularnih 
produktov), vsaka od teh petih faz ima podskupino potencialnih terapevtskih tarč za zaviranje 
avtofagije. Da bi prepoznali najbolj primerno farmakološko tarčo, smo celice tertirali tako z 
zaviralci zgornjih kot spodnjih signalnih poti avtofagije. Celice smo tretirali z naraščajočimi 
koncentracijami zaviralcev ULK1/2 (MRT68921), AMPK (dorzomorfina) in fuzije 
avtofagosoma z lizosomom (klorokin).  
 
Celice KLL (1×106 celic/mL, n=13) smo tretirali z naraščajočimi koncentracijami MRT68921 (10 nM, 
100 nM, 1000 nM, 2,5 μM, 5 μM, 10 μM), dorzomorfina (10 nM, 100 nM, 1000 nM, 2,5 μM, 5 μM, 10 
μM) in klorokina (100 nM, 1 μM, 5 μM, 10 μM, 25 μM, 50 μM). Poizskus smo izvedli v duplikatu. Po 
24 in 48 urah smo izmerili metabolno aktivnost s testom PrestoBlue in rezultate normalizirali na 
kontrolo topila (0,1 % DMSO).Celice KLL (1×106 celic/mL, n=4) smo tretirali s kombinacijo 10 μM 
MRT68921, 10 μM dorzomorfina, 25 μM klorokina in 10 μM pankaspaznega zaviralca QVD-OPh. Po 
24 urah smo pomerili živost na pretočnem citometru z uporabo PI. Poizkus smo izvedli v duplikatu in 
rezultate s pomočjo programa GraphPad Prism prikazali kot povprečje ± SEM. Statistično značilno 
višjo živost celic kombinacij MRT68921 oz. dorzomorfin in QVD-OPh smo dokazali s parnim t-testom. 
nsp > 0,05, * p < 0,05 ** p < 0,01 
 
  
Slika 15: Mehanizem citotoksičnega delovanje MRT68921, dorzomorfina in klorokina na celicah 
KLL 




Za merjenje metabolne aktivnosti celic smo uporabili test PrestoBlue. Pokazali smo, da 
metabolna aktivnost celic KLL z naraščajočo koncentracijo zaviralcev avtofagije pada (slika 
15). Po 24 urah je dosegla 0 % metabolno aktivnost pri 10 μM MRT68921, pri 10 μM 
dorzomorfinu in pri 100 μM klorokinu. Na podlagi koncentracijsko odvisnega delovanja 
zaviralcev avtofagije smo izračunali vrednosti EC50, ki predstavlja koncentracijo, pri kateri 
preživi 50 % celic.   
 
Povprečne vrednosti EC50 MRT68921, dorzomorfina in klorokina 13 vzorcev bolnikov s KLL 
po 24 urah so bile: 3,6 μM (MRT68921), 5,6 μM (dorzomorfin) in 27,2 μM (klorokin) 
(preglednica VI). Ugotovili smo, da je najbolj citotoksičen MRT68921, zaviralec kinaze 
ULK1/2, glede na podatke v literaturi je kinaza ULK1/2 centralni in nepogrešljiv del signalne 
poti avtofagije. V primeru, da jo zavremo, proces avtofagije ne steče. Ugotovitev, da 
MRT68921 deluje najbolj citotoksično, potrjuje pomembnost ULK1/2 pri preživetju celic 
KLL.   
 
Poleg vpliva na metabolno aktivnost, nas je zanimal tudi vpliv zaviralcev avtofagije na živost 
celic. Mnoga antilevkemična tarčna zdravila delujejo tako, da v celicah aktivirajo apoptozo 
(89). Zanimalo nas je, kakšen je mehanizem citotoksičnega delovanja zaviralcev avtofagije, 
zato smo uporabili pankaspazni zaviralec QVD-OPh. QVD-OPh zavira kaspaze, ki so ključne 
za tvorbo apoptotičnih teles, zato z njegovim dodatkom zavremo proces apoptoze. Celice KLL 
smo tretirali s kombinacijami zaviralcev avtofagije in pankaspaznega zaviralca in po 24 urah 
pomerili živost na pretočnem citometru z uporabo PI (slika 15). 
 
Rezultati meritev so pokazali, da je bila pri 10 μM MRT68921 živost celic KLL 45 %, pri 
kombinaciji z 10 μM QVD-OPh pa 70 %. Prav tako je živost celic KLL pri 10 μM 
dorzomorfinu narasla z 52 % na 80 % pri kombinaciji z 10 μM QVD-OPh. Dodatek QVD-OPh 
je značilno zvišal preživetje celic, tretiranih z MRT68921 in dorzomorfinom, zato lahko 
sklepamo, da je mehanizem nujne citotoksičnost posredovan preko kaspaz in da gre za 
apoptotično celično smrt. Glede na to, da se živost celic KLL pri kombinaciji klorokina s QVD-
OPh ni povečala, lahko sklepamo, da je citotoksično učinkovanje klorokina posledica nekega 
drugega mehnanizma celične smrti, ki poteka neodvisno od kaspaz.  
 
  




4.3 DELOVANJE FARMAKOLOŠKIH ZAVIRALCEV AVTOFAGIJE NA CELICE KLL JE 
ČASOVNO ODVISNO CITOTOKSIČNO 
Metabolno aktivnost celic KLL smo s testom PrestoBlue pomerili tudi po 48 urah in izračunali 
povprečne vrednosti EC50 13 vzorcev bolnikov s KLL. Povprečne vrednosti EC50 zaviralcev 
avtofagije po 48 urah so bile 2,9 μM (MRT68921), 5,6 μM (dorzomorfin) in 10,9 μM (klorokin) 
(preglednica VI). 
 
Slika 16: Časovno odvisno citotoksično delovanje MRT68921, dorzomorfina in klorokina na 
celicah KLL (n=13) 
Celice KLL (1×106 celic/mL, n=13) smo tretirali z naraščajočimi koncentracijami MRT68921 (10 nM, 
100 nM, 1000 nM, 2,5 μM, 5 μM, 10 μM ), dorzomorfina (10 nM, 100 nM, 1000 nM, 2,5 μM, 5 μM, 10 
μM) in klorokina (100 nM, 1 μM, 5 μM, 10 μM, 25 μM, 50 μM ). Poizkus smo izvedli v duplikatu. Po 24 
in 48 urah smo izmerili metabolno aktivnost s testom PrestoBlue in rezultate normalizirali na kontrolo 
topila (0,1 % DMSO). Izračunali smo EC50 s pomočjo programa GraphPad in potrdili statistično 
značilno manjšo vrednost EC50 po 48 urah s parnim t-testom. ** p < 0,01 *** p < 0,001 
 
Vrednosti EC50 po 24 in 48 urah smo primerjali na grafu in pokazali značilno nižje povprečne 
vrednosti EC50 zaviralcev avtofagije po 48 urah (slika 16). Za doseganje močnejših 
citotoksičnih učinkov je bil potreben daljši čas, kar dokazuje, da zaviralci avtofagije delujejo 
časovno odvisno citotoksično. 
 
Na grafu časovno odvisne citotoksičnosti smo opazili veliko razpršenost vrednosti EC50 za 
klorokin, kar kaže na spremenljivost učinkovanja klorokina na različne vzorce bolnikov s KLL.   
Smiselno bi bilo preveriti, ali imajo bolniki, na katere klorokin učinkuje manj citotoksično, 
kakšno skupno citogenetsko predsipozicijo oz. prejemajo terapijo, ki vpliva na citotoksični 
učinek klorokina.  
  




Preglednica VI: Vrednosti EC50 po 24 in 48 urah MRT68921, dorzomorfina in klorokina na 
























4.4 FARMAKOLOŠKI ZAVIRALCI AVTOFAGIJE DELUJEJO SELEKTIVNO NA CELICE KLL 
Pokazali smo, da zaviranje avtofagije deluje časovno in koncentracijsko odvisno citotoksično. 
Pri zdravljenju malignih obolenj moramo biti poleg učinkovitosti pozorni tudi na selektivnost 
terapije. Neselektivne učinkovine namreč ne delujejo le na maligne celice, ampak tudi na ostale 
normalne, hitro deleče celice, kar povzroči pojav neželenih učinkov (90). Zato nas je zanimalo, 
ali zaviralci avtofagije delujejo selektivno na celice KLL v primerjavi z zdravimi limfociti B 
(LCL) in ostalimi celicami imunskega sistema (PBMC).  
 
Da bi preverili selektivnost delovanja MRT68921, dorzomorfina in klorokina, smo vrednosti 
EC50 na celicah KLL primerjali z vrednostmi EC50 na celicah LCL. Imortaliziriani limfociti B 
celične linije LCL so bili pridobljeni iz periferne krvi zdravih prostovoljcev in imortalizirani s 




MRT68921 [μM] DORZOMORFIN [μM] KLOROKIN [μM] 
  24h 48h 24h 48h 24h 48h 
1 3,7 2,7 5,9 3,0 23,8 16,4 
2 3,7 3,9 6,4 5,0 16,0 12,4 
3 3,8 2,6 6,5 3,7 53,1 23,5 
4 2,6 2,1 3,5 3,4 7,7 3,5 
5 1,0 0,2 3,1 2,0 4,1 2,1 
6 3,0 2,6 5,2 4,4 14,0 8,8 
7 2,6 3,3 2,6 2,0 13,8 3,1 
8 4,8 3,3 5,0 2,8 46,4 7,6 
9 3,2 2,1 4,4 3,6 60,8 16,6 
10 4,8 4,8 8,6 5,6 19,9 4,4 
11 4,1 2,3 6,5 5,4 13,1 10,1 
12 5,2 4,5 7,8 5,5 60,1 22,3 
13 4,8 3,4 7,3 3,1 21,3 7,3 
POVPREČJE 3,6 2,9 5,6 3,8 27,2 10,6 
MEDIANA 3,7 2,7 5,9 3,6 19,9 8,8 





Slika 17: Selektivno delovanje dorzomorfina in klorokina na celicah KLL (n= 13) v primerjavi s 
celicami LCL (n=5) 
Celice LCL (0,3 × 106 celic/mL, n=5) smo tretirali z MRT68921 (100 nM, 1 μM, 2,5 μM, 5 μM, 10 μM, 
25 μM), dorzomorfin (100 nM, 1 μM, 2,5 μM, 5 μM, 10 μM, 25 μM) in klorokinom (1 μM, 5 μM, 10 μM, 
25 μM, 50 μM, 100 μM). Poizkus smo izvedli v duplikatu. Po 24 urah smo izmerili metabolno aktivnost 
s testom MTS in in rezultate normalizirali na kontrolo topila (0,1 % DMSO). S pomočjo programa 
GraphPad smo izračunali EC50 zaviralcev avtofagije. Statistično značilno manjšo vrednost EC50 po 48 
urah smo potrdili z neparnim t-testom.  ** p < 0,01 nsp > 0,05 
 
Celice LCL smo tretirali z naraščajočimi koncentracijami MRT68921, dorzomorfina in 
klorokina za 24 ur. Metabolno aktivnost celic smo izmerili s testom MTS in izračunali EC50. 
Dobljene vrednosti smo primerjali z vrednostmi na celicah KLL in ugotovili, da so bile na 
celicah LCL vrednosti EC50 dorzomorfina in klorokina značilno nižje (slika 17). Povprečna 
vrednost EC50 dorzomorfina na celicah KLL je bila 5,6 μM, na celicah LCL pa 8,3 μM. 
Povprečna vrednost EC50 klorokina na celicah KLL (27,2 μM) je bila dvakrat nižja kot na 
celicah LCL (67,4 μM). Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da dorzomorfin in klorokin 
delujeta selektivno na maligne limfocite B.  
 
Povprečna vrednost EC50 MRT68921 na celicah KLL (3,6 μM) ni bila značilno nižja v 
primerjavi s celicami LCL (5,5 μM), zato ne moremo trditi, da MRT68921 deluje selektivno 
citotoksično na maligne limfocite B. Glede na to, da je MRT68921 zaviralec kinaze ULK1/2, 
smo iz dobljenih rezultatov sklepali, da ima ULK1/2 poglavitno vlogo pri preživetju tako 
normalnih kot malignih limfocitov B.  
 
Selektivnost delovanja zaviralcev avtofagije na celice KLL smo preverili tudi s primerjavo 
relativne metabolne aktivnost celic KLL in PBMC. PBMC so raznolika skupina krvnih celic z 
okroglimi jedri, ki imajo pomembno vlogo tako v prirojeni (NK, monociti, dendritične celice) 
kot v pridobljeni (limfociti T in B) celični imunosti. Celice PBMC in KLL smo tretirali z 




naraščajočimi koncentracijami MRT68921, dorozmorfina in klorokina ter po 24 urah izmerili 
metabolno aktivnost s testom PrestoBlue.  
 
 
Slika 18: Selektivno delovanje MRT68921, dorzomorfina in klorokina na celicah KLL (n = 13) v 
primerjavi s PBMC (n = 5) 
Celice PBMC (1×106 celic/mL, n=5) in KLL (1×106 celic/mL, n=13) smo tretirali z MRT68921 (2,5 
μM, 5 μM, 10 μM), dorzomorfinom (2,5 μM, 5 μM, 10 μM) in klorokinom (10 μM, 25 μM, 50 μM). Po 
24 urah smo izmerili metabolno aktivnost s testom PrestoBlue in rezultate normalizirali na kontrolo 
topila (0,1 % DMSO). Poizkus smo izvedli v duplikatu. Rezultate smo obdelali v programu GraphPad 
Prism in jih predstavili kot povprečje ± SEM. Izvedli smo dvosmerno ANOVO. ** p < 0,01 *** p < 
0,001**** p < 0,0001 
 
Pokazali smo, da je bila metabolna aktivnost celic KLL po 24 urah značilno manjša od 
metabolne aktivnosti celic PBMC (slika 18). Pri 5 μM MRT68921 je bila metabolna aktivnost 
celic PBMC dvakrat večja, pri 10 μM MRT68921 pa kar štirikrat večja kot metabolna aktivnost 
celic KLL. Prav tako sta bili relativni metabolni aktivnosti celic KLL po tretiranju z 10 μM 
dorzomorfinom in 25 μM klorokinom za polovico manjši, kot sta bili metabolni aktivnosti celic 
PBMC. Pri 50 μM klorokinu in 10 μM dorzomorfinu pa je bila metabolna aktivnost celic KLL 
kar trikrat manjša kot metabolna aktivnost celic PBMC. 
 










































































































Celokupno ti rezultati kažejo, da MRT68921, dorzomorfin in klorokin delujejo selektivno 
citotoksično na maligne limfocite B v primerjavi z ostalimi celicami imunskega sistema. Iz 
dobljenih rezultatov tako lahko sklepamo, da so celice KLL izjemno občutljive na zaviralce 
avtofagije, predvsem tiste, ki delujejo na os AMPK/ULK1, ob tem pa so citotoksični učinki 
zaviranja avtofagije na PBMC minimalni. Iz dobljenih rezultatov lahko predvidevamo, da v 
primeru uporabe zaviralcev avtofagije ne bi prišlo do neželenih učinkov, ki bi ogrozili 
delovanje imunskega sistema bolnikov s KLL. 
4.5 FARMAKOLOŠKI ZAVIRALCI AVTOFAGIJE DELUJEJO SINERGISTIČNO CITOTOKSIČNO 
S TARČNIMI ZDRAVILI NA CELICAH KLL 
Želeli smo preveriti, ali z zaviranjem avtofagije okrepimo ali oslabimo jakost delovanja tarčnih 
zdravil. Pri zdravljenju KLL je terapija s kombinacijo več učinkovin zaželena, saj lahko z 
njihovim sinergističnim učinkovanjem pripomoremo k zmanjšanju nezaželenih učinkov in 
preprečimo pojav odpornosti.  
 
Dokazali smo, da dve tarčni zdravili ibrutinib in venetoklaks aktivirata avtofagijo, nismo pa 
pojasnili, ali je povečanje avtofagije mehanizem celične smrti ali poskus celic, da preživijo. Da 
bi pojasnili vlogo aktivacije avtofagije, smo preverili sinergistične učinke ibrutiniba in 
venetoklaksa ter zaviralcev avtofagije. V primeru, da bi zaviralci avtofagije okrepili 
citotoksične učinke ibrutiniba in venetoklaksa, bi lahko sklepali, da avtofagija predstavlja 
preživetveni mehanizem celic.  
 
Vlogo avtofagije smo najprej preverili na celični liniji KLL MEC1. Celice MEC1 smo tretirali 
z naraščajočimi koncetracijami zaviralca (MRT68921) in aktivatorja (rapamicin) avtofagije v 
kombinaciji z ibrutinibom in venetoklaksom ter po 24 urah na pretočnem citometru s pomočjo 
PI pomerili živost celic.  





Slika 19: Sinergistično delovanje ibrutiniba in venetoklaksa z MRT68921 na celicah MEC1 po 
24 urah 
Celično linijo MEC1 (0,3 × 106 celic/mL) smo tretirali z ibrutinibom (25 μM), MRT68921 (1 μM) in 
njuno kombinacijo ter z venetoklaksom (5 μM), MRT68921 (1 μM) in njuno kombinacijo za 24 ur. Po 
24 urah smo pomerili živost na pretočnem citometru s pomočjo PI. Izvedli smo dve biološki ponovitvi. 
Rezultate smo obdealali v programu GraphPad Prism in jih prikazali kot povprečje ± SEM. Izvedli smo 
parni t-test. * p < 0,05 
 
Rezultati so pokazali, da je bila živost celic značilno manjša pri kombinaciji MRT68921 in 
ibrutiniba (61 %) v primerjavi z živostjo po tretiranju z ibrutinibom (82 %) (slika 19). Prav 
tako je bila živost celic, ki so bile tretirane samo z venetoklaksom (74 %), izrazito večja kot 
živost celic tretiranih s kombinacijo MRT68921 in venetoklaksa (55 %). Obratno pa dodatek 
aktivatorja avtofagije, rapamicina (zaviralec mTOR) na živost celic tretiranih z ibrutinibom ni 
imel učinka. 
  





Slika 20: Vpliv rapamicina na učinkovitost delovanja ibrutiniba in venetoklaksa po 24 urah 
Celice MEC1 (0,3 × 106 celic/mL) smo tretirali z rapamicinom (1 μM) v kombinaciji z ibrutinibom (25 
μM) in venetoklaksom (10 μM). Po 24 urah smo pomerili živost na pretočnem citometru s pomočjo PI. 
Izvedli smo dve biološki ponovitvi. Rezultate smo obdealali v programu GraphPad Prism in jih prikazli 
kot povprečje ± SEM.  
 
Pri kombinaciji ibrutiniba (25 μM) in venetoklaksa (10 μM) z rapamicinom živost celic MEC1 
ni bila večja, temveč je bila enaka kot živost celic tretiranih samo z ibrutinibom (83 %) in 
venetoklaksom (65 %) (slika 20). 
 
Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da se avtofagija v malignih limfocitih B aktivira kot 
preživetvena pot, saj z njenim zaviranjem zmanjšamo živost celic MEC1. Aktivatorji avtofagije 
bi v kombinaciji s tarčnimi zdravili morali ojačati preživetvene signale znotraj celice in 
zmanjšati citotoksičnost tarčnih zdravil. Naši rezultati so pokazali, da aktivator avtofagije ni 
imel učinka na citotoksičnost ibrutiniba. Sklepali smo, da rapamicin ni uspel aktivirati 
avtofagije zaradi sočasnega tretiranja s tarčnim zdravilom, zato bi bilo smiselno, da bi celice 
predtretirali in s tem zagotovili bazalno povečano aktivnost avtofagije. 
4.5.1 Zaviranje avtofagije z MRT68921 ojača delovanje tarčne terapije na celicah KLL 
Dokazali smo sinergistično citotokične učinke MRT68921 in ibrutiniba na celicah MEC1. 
Zanimalo nas je, ali zaviralci avtofagije delujejo sinergistično citotoksično tudi v kombinaciji 
z ibrtutinibom in venetoklaksom na celicah KLL.  
 
Za preverjanje sinergistične citotoksičnosti tarčnih zdravil in zaviralcev avtofagije na celicah 
KLL smo izbrali zaviralec avtofagije MRT68921. Predhodno smo pokazali, da MRT68921 




deluje na celice KLL bolj citotoksično kot dorzomorfin in klorokin, saj je imel najnižje 
povprečne vrednosti EC50 po 24 in 48 urah. Poleg tega med vrednostmi EC50 MRT68921 na 13 
vzorcih bolnikov s KLL ni bilo velikih razlik, vse vrednosti so se nahajale znotraj 6 μM 
intervala. Primerjava relativne metabolne aktivnosti pa je pokazala tudi najbolj selektivno 
delovanje MRT68921 na celice KLL v primerjavi s PBMC.  
 
 
Slika 21: EC50 vrednosti ibrutiniba in venetoklaksa na celicah KLL po 24 urah 
Celice KLL (1 × 106 celic/mL) smo tretirali z narašačjočimi koncentracijami ibrutiniba (0,1 μM, 1 μM, 
2,5 μM, 5 μM, 10 μM, 50 μM) in venetoklasa (1 nM, 10 nM, 25 nM, 50 nM, 100nM, 500nM) ter po 24 
urah izmerili relativno metabolno aktivnost s pomočjo testa PrestoBlue. Rezultate smo obdelali v 
programu GraphPad in izračunali vrednosti EC50.  
 
Na celicah KLL smo najprej določili vrednost EC50 tarčnih zdravil, ibrutniba in venetoklaksa 
in si tako pomagali pri določitvi koncentracij za preverjanje sinergističnih učinkov 
modulatorjev avtofagije in tarčnih zdravil na celicah KLL. Celice KLL smo tretirali z 
naraščajočimi koncentracijami tarčnih zdravil in po 24 urah izmerili metabolno aktivnost celic 
s testom PrestoBlue. Rezultate smo obdelali v programu GraphPad Prism in izračunali vrednost 
EC50. Vrednost EC50 za ibrutinib je bila 10 μM, za venetoklaks pa 6 nM (slika 21). 





Celice KLL (1×106 celic/mL n=3) smo tretirali z ibrutinibom (2,5 μM), MRT68921 (1 μM) ter njuno 
kombinacijo in z venetoklaksom (0,5 nM), MRT68921 (1 μM) ter njuno kombinacijo za 48 ur. Po 48 
urah smo izmerili metabolno aktivnost s testom PrestoBlue in rezultate normalizirali na kontrolo topila 
(0,1 % DMSO). Rezultate smo obdelali v programu GraphPad Prism in jih prikazali kot povprečje ± 
SEM poskusov izvedenih v duplikatu. Izvedli smo parnim t-test. * p < 0,05   
Celice KLL smo tretirali z naraščajočimi koncentracijami MRT68921 v kombinaciji z 
ibrutinibom in venetoklaksom. Po 24 urah smo izmerili metabolno aktivnost celic s testom 
PrestoBlue. Relativne metabolne aktivnost celic tretiranih z ibrutinibom, MRT69021 in njuno 
kombinacijo so bile: ibrutinib (2,5 μM) 55 %, MRT68921(1 μM) 63 %, kombinacija 29 %.  
Relativne metabolne aktivnosti celic tretiranih z venetoklaksom, MRT68921 in njuno 
kombinacijo pa so bile: venetoklaks (0,5 μM) 71 %, MRT68921 (1 μM) 85 %, kombinacija 45 
% (slika 22).  
 
Ugotovili smo, da so relativne metabolne aktivnosti kombinacije MRT68921 in tarčnih zdravil 
značilno nižje kot relativne metabolne vrednosti posameznih spojin, zato lahko sklepamo, da 
zaviralci avtofagije v kombinaciji s tarčnimi zdravili delujejo sinergistično citotoksično. 
 
 
Slika 22: Sinergistično delovanje ibrutiniba in venetoklaksa z MRT6892 na celicah KLL po 48 
urah 




4.5.2 Sinergistična citotoksičnost MRT68921 in tarčnih zdravil je posredovana preko kaspaz  
Pokazali smo sinergistično citotoksično delovanje MRT68921 in tarčnih zdravil. Prav tako smo 
dokazali, da je citotoksičnost zaviralcev avtofagije (MRT68921, dorzomorfin) posredovana 
preko kaspaz. V nadaljevanju nas je zanimalo, kakšen je mehanizem sinergistične 
citotoksičnosti MRT68921 v kombinaciji z ibrutinibom in venetoklaksom.  
Celice MEC1 (0,3 × 106 celic/mL) smo tretirali z zaviralcem kaspaz QVD-OPh (10 μM), MRT68921 (1 
μM), ibrutinibo (25 μM) in venetoklaksom (5 μM) ter njihovimi kombinacijami. Po 24 urah smo opravili 
meritev na pretočnem citometru s pomočjo PI. Izvedli smo dve biološki ponovitvi. Rezultate smo 
obdelali v programu GraphPad, jih prikazali kot povprečje ± SEM in s parnim t-testom dokazali 
statistično značilno večjo živost celic tretiranih z ibrutinibom oz. venetoklaksom in MRT68921 po 
dodatku QVD-OPh. Statistično značilno* p < 0,05  
 
Celice MEC1 smo tretirali s kombinacijo tarčnih zdravil in MRT68921 ter pankaspaznim 
zaviracem QVD-OPh. Po 24 urah smo pomerili živost celic na pretočnem citometru s pomočjo 
PI. Rezultati so pokazali značilno večjo živost celic tretiranih s kombinacijo ibrutiniba oz. 
venetoklaksa in MRT68921 po dodatku pankaspaznega zaviralca QVD-OPh (slika 23). Ko smo 
kombinaciji ibrutiniba in MRT68921 dodali QVD-OPh, se je živost povečala z 55 % na 92 %. 
Podobno smo opazili pri kombinaciji venetoklaksa z MRT68921, kjer se je živost povečala z 
48 % na 85 % po dodatku QVD-OPh. 
 
Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da je mehanizem sinergističnega citotoksičnega 
delovanja ibrutiniba oz. venetoklaksa v kombinaciji z MRT68921 posredovan preko kaspaz in 
da v celicah MEC1 poteče apoptoza. Pri citotoksičnih učinkovinah si predvsem želimo, da bi 
Slika 23: Vpliv dodatka QVD-OPh na citotoksičnost ibrutiniba oz. venetoklaksa in MRT6892 na 
celicah MEC1 po 24h 




sprožile programirano celično smrt po mehanizmu apoptoze (89). To je tudi glavni cilj novih 
protirakavih učinkovin (npr. venetoklaksa). 
4.5.3 Zaviranje avtofagije z MRT68921 ojača antiproliferativno delovanje ibrutiniba preko 
indukcije G2/M zastoja 
Poleg mehanizma sinergistične citotoksičnosti nas je zanimal tudi vpliv zaviranja avtofagije na 
proliferacijo celic. Ker BTK uravnava proliferacijo celic KLL in smo predhodno pokazali, da 
MRT68921 deluje citotoksično, nas je zanimal vpliv kombinacije zaviralca BTK ibrutiniba in 
MRT68921 na celični cikel celic MEC1. 
 
 
Slika 24: Vpliv MRT68921, ibrutiniba in njune kombinacije na celični cikel celic MEC1 
Celice MEC1 (0,3 × 106 celic/mL) smo tretirali z MRT68921 (1 μM), ibrutinibom (25 μM) in njuno 
kombinacijo. Po 24 urah smo opravili analizo celičnega cikla po postopku opisanem v poglavju 3.5.2. 
Meritve smo opravili na pretočnem citometru z uporabo propidijevega jodida. A. Kontrola topila (0,1 
% DMSO), B. Ibrutinib (25 μM), C. MRT68921 (1 μM), D. Ibrutinib (25 μM) in MRT68921 (1 μM).  
 
Ibrutinib pri koncentraciji 25 µM je na celicah MEC1 sprožil fragmentacijo DNA, kar vidimo 
iz porasta deleža subG1 faze z 2,4 % pri kontroli na 14,8 % pri ibrutinibu. To je v skladu s 
predhodnimi ugotovitvami, da ibrutinib na celice KLL deluje citotoksično (slika 24). 
MRT68921 pri koncentraciji 1 µM je po drugi strani deloval citostatično, kar vidimo iz porasta 
deleža celic v G2/M fazi celičnega cikla z 29 % pri kontroli na 34,4 % pri MRT68921. V 
kombinaciji sta ibrutinib in MRT68921 na celicah MEC1 delovala citotoksično (subG1 15,8 
%) in citostatično (G2/M 45,7 %), kar pomeni, da kombinacija zaviralca BTK in ULK1/2 na 
celicah KLL deluje sinergistično antiproliferativno. Uporaba kombinacije se tako kaže v 
zmanjšanem preživetju in razmnoževanju celic KLL. S tem smo pokazali, da je pri KLL 
smiselno kombinirati zdravila z različnim mehanizmom delovanja. 
 
  
A. B. C. D. 




V prejšnem poglavju smo dokazali, da MRT68921 pri koncentraciji 10 μM deluje citotoksično 
in da je mehanizem njegovega citotoksičnega delovanja posredovan preko kaspaz. V tem 
poglavju pa smo pokazali, da MRT68921 pri koncentraciji 1 μM deluje citostatično. Iz 
dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da MRT68921 deluje koncentracijsko odvisno 
citotoksično in citostatično. 
 
4.5.4 Zaviranje avtofagije z MRT68921 ojača citotoksično delovanje venetoklaksa, kar vidimo s 
porastom subG1 faze 
Predhodno smo dokazali, da kombinacija venetoklaksa in MTR68921 deluje sinergistično 
citotoksično preko mehanizma apoptoze. Da bi to dodatno potrdili, smo izvedli analizo 
celičnega cikla po 24-urnem tretiranju celic MEC1 z MRT68921, venetoklaksom in njuno 
kombinacijo. Za potrditev sinergistične citotoksičnosti preko mehanizma apoptoze, 
pričakujemo povečan delež celic s fragmentirano DNA (subG1 faza celičnega cikla). 
 
Celice MEC1 (0,3 × 106 celic/mL) smo tretirali z MRT68921 (1 μM), venetoklaksom (5 μM) in njuno 
kombinacijo. Po 24 urah smo opravili analizo celične cikla po postopku opisanem v poglavju 3.5.2. 
Meritve smo opravili na pretočnem citometru z uporabo propidijevega jodida. A. Kontrola topila (0,1 
% DMSO), B. Venetoklaks (5 μM), C. MRT68921 (1 μM), D. Venetoklaks (5 μM) in MRT68921 (1 μM).  
 
Delež celic MEC1 v subG1 fazi je z 2 % pri kontroli porasel na 19 % pri 5 µM venetoklaksu, 
kar dokazuje, da venetoklaks deluje citotoksično (slika 25). Kot smo že pokazali v poglavju 
4.5.3, 1 µM MRT68921 na celice MEC1 deluje citostatično s porastom G2/M faze celičnega 
cikla. Pri kombinaciji MRT68921 in venetoklaksa lahko vidimo porast subG1 faze za 22 % v 
primerjavi s kontrolo. Iz dobljenih rezultatov lahko sklepamo, da se pri kombinaciji 
venetoklaksa in MRT68921 na celicah MEC1 inducira apoptoza. Protilevkemično delovanje 
kombinacije antagonista Bcl-2 in zaviralca ULK1/2 je tako posledica sinergistične 
citotoksičnosti. 
A. B. C. D. 
Slika 25: Vpliv MRT68921, ibrutiniba in njune kombinacije na celični cikel celic MEC1 






V magistrski nalogi smo raziskovali vlogo avtofagije v celicah kronične limfocitne levkemije 
(KLL), preučevali avtofagijo kot potencialno tarčo za zdravljenje kronične KLL in vpliv 
farmakoloških zaviralcev na učinkovitost sodobnih tarčnih zdravil.  
 
Na reporterski celični liniji za avtofagijo THP-1 Difluo hLC3 smo s pomočjo pretočne 
citometrije na zajetje slike dokazali, da ibrutinib in venetoklaks inducirata avtofagijo, idelalizib 
pa je ne inducira. Prav tako smo dokazali, da se avtofagija inducira pri citotoksičnih 
koncentracijah tarčnih zdravil.  
 
S pomočjo testa metabolne aktivnosti PrestoBlue smo določili vrednosti EC50 MRT68921, 
dorzomorfina in klorokina po 24 in 48 urah in ugotovili, da zaviralci avtofagije delujejo 
koncentracijsko in časovno odvisno. Prav tako smo ugotovili, da je MRT68921 zaviralec 
avtofagije, ki deluje najbolj citotoksično, saj je imel najnižje vrednosti EC50 po 24 in 48 urah.  
 
Selektivnost delovanja zaviralcev avtofagije smo določili s testoma PrestoBlue in MTS. Na 
podlagi primerjave metabolne aktivnosti celic PBMC in LCL z relativno metabolno aktivnostjo 
celic KLL smo dokazali, da MRT68921, dorzomorfin in klorokin delujejo selektivno 
citotoksično na celice KLL.  
 
Dokazali smo, da MRT68921 v kombinaciji z ibrutinibom in venetoklaksom deluje 
sinergistično citotoksično s pomočjo testa metabolne aktivnosti PrestoBlue. Prav tako smo na 
pretočnem citometru pokazali, da je sinergistična citotoksičnost kombinacij posredovana preko 
kaspaz ter da MRT8921 v kombinaciji z venetoklaksom in ibrutinibom deluje 
antiproliferativno z indukcijo zastoja celic v G2/M fazi celičnega cikla.  
 
Avtofagijo smo prepoznali kot potencialno tarčo, farmakološko zaviranje avtofagije pa kot nov 
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